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CAPITULO 1
INTRODUCCION Y OBJETIVOS



La cisticercosis es una enfermedad provocada por 1la
presencia en el organismo humano de Cysticercus cellulosae y
Cysticercus racemosus, formas larvarias de la T7aenta soliunm,
gusano parasito del intestino del hombre.

El portador de la Taenia solium o solitaria siempre es
el ser humano y es considerado el principal factor de transmision
de la cisticercosis. El cerdo cisticercose participa en 1la
transmisién por ser el portador de cisticercos capaces de
transformarse en solitarlas, si el hombre ingiere carnes
contaminadas insuficientemente cocidas.

Cuando el pardsito llega al estémage, los hueves dejan
en libertad a los embriones, los cuales son diseminados a todo el
organismo, penetrando la pared intestinal y alcanzando el sistema
circulatorio. Las larvas se desarrollan en cualquier tejido
blando, incluyendo piel, tejido subcutaneo, muUsculo, cerebro,
higado, corazon, pulmsn, rifién, ojos; sin embargo los érganus mas
frecuentemente atacados son el cerebro y el ojo, donde los

transtornos suelen ser mas graves. (1)

La sintomatologia de la neurocisticercosis en el hombre
aparece en un tiempo variable, inclusive affos después de 1la

ingestién de los huevecillos. Tiene un amplio espectro de



manifestaciones clinicas, desde ser asintomatica hasta presentar
cuadros neurolégicos graves. Una proporcién significativa de los
enfermos sintomdticos, presenta manifestaclones neurolégicas como
cefalea y con menos frecuencia convulsiones, muchas veces
controladas con medicamentos. La otra fraccién presenta cuadros
epllépticos mas scveros, hipertensién endocraneal, encefalitis yso
meningitis, con curso clinico de deterioro progresivo, que puede

requerir hospitalizacién y en algunos casos cirugia.

Las lesiones producidas por los cisticercos se deben a 1la
reaccidédn de los tejidos circundantes y a las lesiones mecanicas
producidas por el crecimlento de los cisticercos, que ocupan un
determinado espacio y comprimen estructuras vecinas, impidiendo ¢l
libre flujo de liquido cefalorraquidec y~ o porque induce tenomenos
inflamatorios en el tejido nervicso, en las meninges y en los
vasos sanguineos del craneo y del raquis, provecando anemia y

posteriormente destruccién del territorio irrigado por ellas. (1)

La Taenia soliun se encuentra principalmente en palses do
Latinoamérica, Africa y Aslia. La incidencia de estos parasitos es
variable y esta relaclonada con factores socioculturales b4
econémicos.

Ya que la cisticercosis es la enfermedad mas comun del
slstema nervioso central, esta considerada como un problema

médico, veterinario y de salud publica.



El Prazicuantel, es derivado isoquinolinico, que ha sido
utilizado con buenos resultados para el tratamiento de la
‘neurocisticercosis a partir del afio de 1980. Entre 1las ventajas
gue presenta este fiarmaco se encuentran su elevada eficacia, baja
toxicidad y un corto regimen de tratamiento. A pesar de su amplio
uso existe poca Iinformacidén acerca de su farmacocingtica,
biodisponibtlidad y metabolismo, asi como de metodos analiticos
sensibles ¥y especificos para cuantificar este farmaco en fluldos
biclégicos, por lo cual se realizé el presente trabajo cuyos

objetivos fueron:

Desarrollar un método analitico, por cromatograffia de
liquidos de alta resolucidén CCLAR), para la cuantificacién de
Prazicuantel en fluidos bilolégicos (plasma ¥y orinal, para su
postericr empleo en estudlios de farmacocinética, mont toreo,

biodisponibilidad y toxicologfa.

Validar el método desarrollade tomando en cuenta los
parametros de: linearidad, sensibllidad, repetibilidad,
especificidad, exactitud, concentracion minima detectable y

tolerancia.

2



CAPITULO 11
GENERALIDADES



111~ MONOGRAFIA DEL PRAZICUANTEL.

II.1.1.- PROPIEDADES FISICOQUIMICAS.
NOMBRE QUIMICO: 2-Cciclohexil carbonil)-1,3,6,7,11b~hexahidro~
4H- pirazine [2,1-3a) isoquinolin-4-ona. €(43)
STINONI MOS: Prazicuantel, Droncit, Piquiton, Embay 8440,
Biltricide, Cesol, Cisticlide, Cestox. (30
FORMULA CONDENSADA: CioHz24N202. (43D
FORMULA DESARROLLADA:

CONPOSICION PORCENTUAL: Carbono 73.03%, Hidrégeno 7.74X, Oxigeno
10.24%, Nitrégeno 8.07X%.

PESO MOLECULAR: 312.42. (43>

APARIENCIA FISICA: Sélido cristalino, de color blance o casi
blanco, inodoro o con un olor débil caracteristico, posee un sabor
amargo, es inestable a la luz y es higroscépico. (49
ALMACENAMIENTO: Guardarlo en recipientes bien cerrados, protegido
de la luz. (33>

SOLUBILIDAD: Soluble en la mayoria de los solventes organicos

€¢9.7 g/100 ml de etanol, S6.7 g/100 ml de cloroformo a 25°C), muy



§o1ub.le en dimetilsulféxido y escasamente soluble en agua (0.04
gr100 ml  a 25°C). (43> C40
PUNTO DE FUSION: 136-138°C Cdescomposicién). 43D
COEFICIENTE DE FPARTICION: Una mezcla de solucién amortiguadora de
fosfatos (pH= 7.0) y ciclohexano, da un valor de 14.806. Para 1la
misma solucidn amortiguadora y n-hexano es de * 38. 82, Utilizando
Acidos fuertes como el Acido sulfurico (5-10N> y acido clorhidrico
8N el Prazicuantel puede ser extraido cuantitativamente del
ciclohexano. (38>
ESTABILIDAD EN SOLUCION: En soluciones neutras o deébilmente
acidas o alcalinas, la concentracién del Prazicuantel disminuye en
una proporcién menor al 2%, durante 16 hrs. a temperatura amblente.
El Prazicuantel puede sufrir hidrélisis en un medio

fuertemente alcalino formando:

COOH

j" MEDIO 3 +
N ALCALINO \ “~cooH

En plasma, a temperatura ambiente, el Prazicuantel se degrada
en un 5% después de 16 hrs. Cuando una solucién en plasma u orina
se almacena a -80°C, durante 4 semanas no se observa disminucién

en la concentracién del farmaco. €38)



11.1.8. -~ .PROPIEDADES FARMACOLOGICAS.
El Prazicuantel es una mezcla racémica que presenta una alta
efectividad contra todas las especles Schistosoma que infectan
al hombre, ademas de otros parasitos, incluyendo la larva de la

Taenta solium, que produce la cisticercosis. (37)

El Prazicuantel es el que presenta la actividad
farmacolégica, sus metabolitos hidroxilados ¥ conjugados tlenen
una actividad muy pequefia o nula. La actividad antihelmintica de
esta molécula esta relacionada con el pirazino 12, 1-a)
isoquinolina, mientras que su amplio espectro parece ser
dependiente de un grupo oxo en la posicién 4 y un acil o tiocacil
en la posicién 2 (28). En la figura 1 se presenta el Frazicuantel

con sus posiciones activas.

FIGURA 1. Grupos importantes en la estructura del

Prazicuantel.

En un estudio en 2 grupos de pacientes con Schistosoma
Japonica, Se administré a un grupo una dosis de (20 mgskgd de
levo-prazicuantel y al 2do grupo (40 mgrkg) de prazicuantel. A

los 4 y 6 meses después del tratamiento, se observe que no habta



diferencla estadistica entre los dos tratamientos, ademas de que
el levo-prazicuantel preszentéd efectos colaterales menores a los
del Prazicuantel. (S2)

Considerando gue la dosis administrada al 2do grupo es el
doble de la del 1er grupo, =e concluyd gque la actividad
antiparasitaria se manifiesta solo en el jisémero (=) con su

configuracion R. (%52)

17.1.2.1. MECANISMO DE ACCION.

El mecanismo de accién del prazicuantel no ha sido bien
caracterizado, se postula que el prazicuantel {incrementa 1la
permeabilidad de la membrana del parasito, resultando en 1la
perdida del calcio intracelular y por consiguiente la contraccion
y paralisis de la musculatura. (37>

El prazicuantel se introduce rapidamente en los esquistoscomas
y otrus gusanos adultos, y parece ser que se distribuye a tiraves
de los mismos. C37)

El prazicuantel produce una intensa vacuolizacién en muchos
lugares del tegumento de los esquistosomas adultos. En el caso de
Schistosoma mansont, este efecto es seguido por el ataque de

fagocitos al parasito y por ultimo la muerte. (372

La evidencia experimental suglere que la elimipacién del
parasito in vivo puede requerir de eventos inmunoléglicos
adicionales dependientes del hospedero. El tratamiento con el
farmace a ratones con deficiencias en las células T, infectados
con S, mansoni, mostrd ser menos efectiva que la terapia en

ratones inmunoldégicamente LIintactos. Ratones sin células B



respondieron a la terapia con prazicuantel con una reduccidn
insignificante del 17% de los gusanos, en contraste con el 65 al

80% de reduccién en animales inmunolégicamente intactos. (26)

II.1.2.2.= ABSORCION.

Después de una administracion oral, el Prazicuantel se
absorbe rapidamente en el tracto gastrointestinal. En algunas
especles estudiadas per Steiner, se determinaron las cantidades
del farmaco absorbido después de una administracién oral en
relacién a una administracién intravenosa obteniendose 1los

siguientes resultados:

Especie Porcentaje absorbido
- Ratas Wistar 77
- Perro Beagle 80
= Mono Rhesus 75
- Ovela 100

Las concentracliones plasmiticas miximas de Prazicuantel y sus
metabolitos se alcanzaron en un tiempo de 60 minutos. (45)

En estudios realizados tn situ en ratas, se encontré que en
un lapso de 8 horas se absorbildé en el estémago menos de la mitad
de la dosis de Prazicuantel (48) (47). Xiao (53>, reporta que el
farmaco se absorbe en una proporcién mayor en duodeno e ileon.

En sujetos sanos la absorcién enteral de Prazicuantel es del
80% de la dosis administrada observandose que el tiempo en que
alcanza la concentracién plasmitica maxima del farmaco se

encuentra entre 1 y 3 horas. €10) (282



Estudios realizados en el Instituto Nacional de Neurologia
indican que el Prazicuantel es rapidamente absorbido después de
una administracién oral cuando se administra en una tableta
convencional, con una vida media de absorcion de 0.66 hrs. Los
niveles plasmaticos miximos obtenidos se encontraron entre 1.5 a
2.0 hrs. Los valores de Cmax oscillaroen entre 3.9 a 8.9 ugsml. (24)

<50

P.R.H Bittencourt Y col., 4 encontraron que la
concentracién maxima en suero se presenta entre it y 2 hrs., después
de la administracién oral. La elevada liposolubilidad del
Prazicuantel y sus caracteristicas cinéticas originan ma
considerable disminucién de la concentracién de Prazicuantel en
suero despué#s de 4 hrs. de la administracién. Al cuadruplicar la
dosis oral, los niveles en suero se incrementan 8 veces, indicando

una saturacidn hepatica.

I1.1.2.3.- DISTRIBUCION.

Steiner y col. €(48), estudiaron 1la distribucidn del
Prazicuantel marcado con “C, después de la administracion tanto
de dosls danicas como maltiples por via intravenosa y oral en ratas
wistar, observando que el Prazicuantel se distribuye rapidamente
en todos los tejidos del organismo, principalmente en higado y
rifién. Cuando el Prazicuantel se administré en dosis repetidas se
encontré una ligera acumilacién del farmaco en casl todos los
organos analizados.

La comparacioén de los valores de Prazicuantel en plasma,

rifién, higado y cerebro muestra claramente que solo pequefias



cantidades de farmaco llegan al cerebro, esto es de un octavo a un
tercio de las cantidades en plasma (16). Resultados similares
fueron encontrados por Andrews, quien investigé la penetracién del
Prazicuantel a traves de la barrera hematoencefalica en ratas. La
concentracion en liquido cefalorraquideo fué de un quinto a wun
séptimo de la proporcién de Prazicuantel libre y unido a proteinas
plasmaticas. C17)

Otros estudios han demostrado que el Prazicuantel penetra en
un 24X aproximadamente a liquido cefalorraquideo en paclentes con
cisticercosis. (25)

A. Spina Franca y col. C44), encontraron que existe una
correlacién entre los niveles de Prazicuantel en liquido
cefalorraquideo (LC) y en suero, siendo muy similares a los
encontrados de la fraccién de farmaco libre en suero.

**c-prazicuantel

Después de la administracién intravenosa de
se encontrd que cerca del 10X de la dosis administrada se secreta
hacia el tracto gastrointestinal en un lapso de una hara. (452

Investigaciones acerca del paso del Prazicuantel a través de
la placenta, mostraron que 24 horas después de una administracion
intravenosa, el 0.3%X de la dosis llegaba al feto, lo cual indica
que el farmaco atravieza con dificultad 1la barrera placentaria.
€48

Un estudio realizado en 10 mujeres lactantes demostro que las
concentraciones plasmiticas eran 4 veces mayores que la encontrada
en leche materna (39). Los valores promedio de las concentraciones
plasmaticas se encontraban en el rango de 0.048 a 1.319 pugr/ml y de

S5.25 h ug ml_‘; y para dosis de 20 mgs/kg cada cuatro horas fueron

10



de 1.082 pgoml y de 13.8 h ug m™, en leche y en sangre
respectivamente.

Los volumenes aparentes .de distrlbuci.bn son relativamente
grandes (€(8.7-10 1l/kg), 1lo cual se debe probablemente a 1la

lipofilicidad del Prazicuantel. (24)

Xiao Shu-hua y col. (54) reportaron que el Prazicuantel al
ser expuesto a S. japonicum penetra rapidamente tanto a hembras
como a machos y se difunde del gusano cuando la concentracién a su
alrededor decrece, por 1lo que sugleren que la cantidad de
Prazicuantel qus penetra a S. Japontcun es dependiente de 1la

concentracién del farmaco en el plasma o en el medio in vitro.

I1.1.2.4.~ METABOLISMO.

Diekman y col. 11>, estudiaron el metabolismo del
Prazicuantel en diferentes especies animales, encontrande que 30
min después de la administracidén oral, solo el 1X de 1la cantidad
total se encuentra en plasma como farmaco inalterado. En contraste
con asto, cantidades substanciales de Prazicuantel se encuentran
en el sueroc por un periodo mias prolongado después de una

administracién intravenosa.

Por tanto, la cantidad de farmaco inalterado en suero depende
de la via de administracidén, lo cual indica que existe un intenso
efecto del primer paso después de la administracién oral.

El efecto del primer paso varia entre especies, siendo mas

prominente en ratas wistar y en mono rhesus. Stn embargo, se



observa que no hay diferencias cualitativas en los metabolitos
utilizando diferentes vias de administracién. €13 (17>

En ratones parasitados con Schistosoma manson! se observa una
reducida capacidad de biotransformacidn en el hfgado, con respecto
a animales sanos, lo cual provoca que el Prazicuantel permanezca
mas tiempo en la sangre de los ratones infestados, aumentando asi

el tiempo de vida media. <22

En individuos sanos se encontrd que 4 horas después de la
administracion de una dosis oral de Prazicuantel marcado, la
cantidad de farmaco inalterado en plasma es cerca de SX de la

radicactividad total. (5

Leopold y col. 28, estudiaron el metabolismo del
Prazicuantel en humanos, después de dosis orales de 5, 10, 20 y 50
mgrskg y observaron que el efecto del primer paso es mayor a dosis
mas pequefas, es decir, existe una dosis-dependencia del

metabolismo en cuanto a capacidad.

La mayorfa de los metabolitos aislados de suere y ourina de
personas sanas son predominantemente productos hidroxilados del
Prazicuantel, conteniendo uno o dos grupos hidroxilo. En suero se
encuentran en mayor proporcién los metabolitos monohidroxilados
mientras que en orina predominan los metabolitos co;x das grupos
hidroxtilo. (5)

Los metabolitos urinarios en hombres y mujeres después de la
administracién de 14 y 44 mgrkyg son esencialmente iguales lo cual

indica gque el metabolismo del Prazicuantel no esta influenciado



por el sexo y es independiente de la dosis dentro del rango de
dosis estudiada. (5)

Mohammed Hag AlL y col. (20), identificaron 17 metabolitos
hidroxilados del Prazicuantel de muestras de orina purificada de
ratén, 4incluyendo 3 monohidroxilados, 6 dihidroxilados vy 8
trihidroxilados. No se encontraron diferencias entre los
metabolitos producidos por animales sanos Yy animales infectados

con Schistosoma mansoni.

H. Jung y col., demostraron que los niveles plasmaticos de
Prazicuantel se reducen aproximadamente en un S0X cuando se
administra simultaneamente con dexametasona, lo cual puede deberse

a la interaccitn metabélica. (23>

M. H. Mostafa y col., (38) investigaron 1la modificacién de

las enzimas micr les monooxi as de raton (citocromo P=450,

NADPH-citocrome ¢ reductasa y la aril hidrocarbono hidroxilasa
CAHID). La administracién de Prazticuantel disminuy¢ el contenido
del citocromo P-450, y la actividad de 1l1la AHH solo in vivo,
mientras que la NADPH-citocromo ¢ reductasa no fue alterada, por
lo que concluyeron que el Prazicuantel tiene 1la habilidad de

alterar la actividad de las enzimas que metabolizan los fArmacos.

Lisette Van Lieshout y col., (29) demostraron que el antigeno
circulante anddico (ACA) en suero y en orina tiene un fuerte
potencial en el diagnésticc de la esquistosomiasis, ya que dia a
dia durante las fluctuaciones de la infeccién activa, los ACA

pueden ser usados para indicar la eficacla de la terapia despue




del tratamiento con Prazicuantel en pacientes infectados con S,
Japonicum y 5. haematobium. En su estudio, el antigeno se encontré
en un B1X en pacientes con esquistosomliasis intestinal y en un 97%
en aquellos con esquistosomiasis urinarfo. En 17 pacientes
egipclos sin Ainfeccldn esquistosdmica no se encontraron ACA.
Después del tratamiento con Prazicuantel <80 mgrkgd, 1a
concentracion de ACA decrecld significativamente tanto en suero

come en orina.

1X.1.2.5.~ ELIMINACION.

El Prazicuantel se elimina rapidamente del organismo en
forma de sus metabolitos, predominantemente por via renal en rata,
perro, mono, humano., El farmaco inalierado solo se encuentra de un
0.0001 a un 0.001X en orina en un perjoda de 24 horas (¢28)., La
eliminacién fecal es de menor importancia en todas las especles
estudladas. (13) (17D

En el hombre en cuatro dias se elimina el 80X de la dosis y
de ella mis del S0% se elimina durante el primer dia. C10>

El tiempo de vida madia determinado en hwnanos sanos es de
1-1.98 horas para farmaco inalteradeo y de 4-~8 horas para farmaco
total. Esto demuestra que aungue el Prazicuantel es rapidamente

captado por los tejidos, su eliminacidn es muy rapida. €103 17
(28) 3062

Otros estudios han demostrado que el Prazicuantel se ajusta a
un modelo abierto de un campartimento después de una
administracion de primer orden. (362 (24) (502

En conejos, se encontré gque el tiempo de vida wmedia después



de una administraciodn oral es de 0.8 horas y despuéds de una dosis
intravenosa es de 0.25 horas, ajustandose a un modelo abierto de

dos compartimentos., (18>

IX.1.2.6.- TOXICIDAD ¥ REACCIONES ADVERSAS.

Estudios de toxicidad aguda demuestran que la Dlso del
Prazicuantel en ratas, ratones y conejos varia dependiendo de 1la
via de administracién usada, en el rango de 785 a 18000 mgskg. La
toxicidad aguda en perros no pudo ser evaluada debido al efecto
emético del Prazicuantel a dosis altas. C2)

Después de la administracién oral maltiple del Prazicuantel,
las ratas taoleran rdosis hasta de 1000 mg/kg durante cuatro semanas
¥y los perros hasta de 180 mgrkg durante 13 semanas sin desarrollar
ningin tipo de lesidn organica. €7D

Con respecto a la toxicidad del Prazicuantel en la
reproducclidn, no tuvo efectos embriotdxicos ni tLeratogénicos en
ratas y conejos, aun cuando se presentaron algunos efectos téxicos

en la madre, como salivacidén y diarrea. (7)

En ratas, dasis de 30, 100, y 300 mgrkg, de este farmaco no
presantan efecto alguno sobre la fertllidad del macho o de 1la

hembra; tampoco se abservan sobre el cigoto, su transportacién,

implantacion y desarrollo, ni en el parto, el recien nacido, la
lactancia, el destete y el desarrollo postnatal del producto, ni
en la capacidad reproductiva de la generacion 8 y 1la

F. 7

generaclén

Amplias Investlgacfones de mutagenicidad realizadas por
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diferentes autores en diversos sistemas experimentales, no
muestran evidencia de dque el Prazicuantel induzca mutaciones
puntuales, conversion de genes, reposicién de RNA, intercambios de
cromatides hermanas, y mutaciones letales recesivas ligadas al
cromosoma X. C7)

El Prazicuantel tampoco ejerce efectos mutagénicos en
distintos experimentos in vivo en mamiferos (3 €16), sin embargo,
existen algunos investigadores que indican que el Prazicuantel si

tiene actividad mutagéntica. (14) (42

Billings €3), Feng (14> y Seaed (42), encontraron que 2l
Prazicuantel en bacterias y células animales a concentracion de S0
ugrml  actda como comutdgeno en presencia de sustancias

mutagénicas, y que probablemente también sea carcinédgeno.

En pruebas combinadas de carcinogenicidad y toxicidad crénica
aefectuadas en ratas por espaclo de 2.5 affos y en Cricetos sirios
por 80 semanas, demuestran que el Prazicuentel no es carcinogénico
¥y que presenta baja toxicidad. (7> (45>

Se ha reportado que este farmaco no produce Iirritacion de
mucosas (mucosa ocular de conejod, ni en la pilel Chumanos y
cuyos). (9

Se ha estudiado la tolerancia del Prazicuentel en pacientes
con Schistosoma mansoni, $. japonicum y S. haematobium, observando
que no se presentan alteraciones en las pruebas bioquimicas y
hematolégicas, ni en los electrocardiogramas, después de 1a
administracion prolongada del Prazicuentel a dosis de 20, 40, 50 y

60 mgrkg. (10D (22) (252 (41) (51)
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En el tratamiento de la newrocisticercosis en humanos con 50
mgskg de Prazicuantel, Robles (403 observd algunos efectos
secundarios como cefaleas, véomito, urticaria, agresividad,
depresion mental, mareos e hiperglicemia, los cuales desaparecian
al suspender el tratamiento.

La administracién del Prazicuantel a personas sanas no
provoca cambios en las pruebas de laboratorio ni en los examenes
neurolégicos realizados a los sujetos. Las dosis utilizadas en
este estudio fueron de 20, 30, 50 y 75 mg-kg, con la dosis mas
alta se presentaron ligeros malestares que no fueron de gravedad.

z8)

I1.1.2.7.~ FORMAS DE ADMINISTRACION.
En el hombre generalmente se ha administrado el farmaco
puro en capsulas de 250 y 500 my o bien tabletas ranuradas de 600
mg.
Los resultados obtenidos al administrar las tabletas o una
solucién inyectable (via intramuscular y subcutanea) en perros
infectados con £EqQuinococcus granulosus, demostraron gque ambas

formas farmacduticas son efectivas. (15) €19) C47>

Marshal y col. (32), propusieron que una forma de liberacién
sostenida, provee proteccidn prolongada contra posibles
reinfecciones, lo cual puede ser una alternativa para el control
de Equinococcus y otras enfermedades parasitarias de importancia

médica y veterinaria,

17



I1.1.3.- METODOS DE YALORACION EN FLUIDOS BIOLOGICOS.

Se han reportado muy pocos métodos analiticos para 1la
determinacion de Prazicuantel en fluldos biolégicos, como plasma,
leche materna y orina. La mayoria de elloes a pesar de ser
sensgibles, son muy laboriosos, requieren de mucho tiempo para
realizar el anilisis y son costosos. A continuacidn se describen

los métodos reportados en la literatura.

11.1.3.1.,- METODO FLUOROMETRICO.

El método fluorométrico reportado por Putter en 1979, ha sido
utilizado para la determinacién de Prazicuantel en plasma (36)
(38) (39), orina (17) y leche materna (39). El método requiere de
un voltumen de 8 ml de fluido bilolégico, al cual se le agrega KOH
0.1 N para obtener un pH de 13, se extrae el Prazicuantel con 12
ml de una mezcla de benceno-n-hexano (1:4) agitando por 10
minutos, se centrifuga, se separa la fase organica y se evapora a
un volumen de 5 ml. Se agregan 0.5 ml de XKOH 0.03 Ny 0.5 ml de
HCl 0.03 N, la fase organica se transfiere a otro tubo, se agregan
1.8 ml de XKOH 0.1 N y se calienta a 80°¢C por 2 horas. El
hidrolizado se lava con § ml de ciclohexanc Cen el caso de orina
es necesario un lavado previo con 5 ml de metil-isobutil-cetonal.

A1 ml del hidrolizado se le adicionan 0.45 ml de un mezcla
de HsPOs¢ 0.1 M y H3BO3a 0.1M €1:1), ¥y 0.5 ml de wuna solucidén de
cloruro de dansilo en acetona 1.25 mmol/lt, se callenta por 1  hr.
a 40°C y se ajusta el pH a 13 con KOH 1.0 N. El exceso de cloruro

de dansilo se hidroliza dejando reposar la solucién por 20 min. a
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temperatura ambiente. Se lava con ciclohexano, se agregan 0.3 ml
de HaPOs4 1.0 M y se realiza una tltima extraccién con 3 mi de una
mezcla de cliclohexano~eter butilico (9:13, 1la cual se lava con

HaPOs 0.1 M.

La medicién fluorométrica se lleva a cabo una haora después de
haber realizado la extraccién a una longitud de onda de excitaclén
de 348 nm y una longitud de onda de emisién de 460 nm

Este método, a pesar de ser muy sensible, ¥a que tiene un
limite de deteccién de 3 ngrsml para plasma y de 4 ngsml para

leche, es muy laboriocso y complicado.

II.1.3.2. ~CROMATOGRAFIA DE GASES.

El método fue desarrollado por Diekman (€12), y puede ser
utilizado para la determinacién de Prazicuantel en plasma y en
orina.

A 0.8 ml del fluido biclégico se le afiaden 2 ml de NaOH 0.1 N
y 50 ul de una solucién contenlendo 0.5 ug de estandar interno
C2-cilcloheptil ~carbonil-4-ona-1,2, 3,6,7,11b-hexahidro-4H-pirazino-
(2,1-a)=~lsoquinolina). Se extrae con una mezcla de acetato de
metilo-eter diisopropilico €30:70), se agita por 10 minutos, 1la
fase organica se separa y se lava con 3 ml de una solucién
amortiguadora de fosfatos a pH 6. Después de secar la solucién
sobre una mezcla de sulfato de sodio-carbonato de sodio, se
evapora a sequedad y se reconstituye con 20 ul de acetato de

metilo.
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tas condiciones utilizadas en el anilisis fueron:
Columna: vidrio 90 cm, 2 mm de diametro interno.
Fase estacionaria: OV-3 al 1.8X sobre Yolaspher +tipo A-2 malla
100-120. .
Tlemperatura del inyector: 290°C. Temperatura del horno: 2709C.
Temperatura del delector: 300°C. (flama alcalinad. ;
Gas acarreador: Helio a 30 ml/min.

El limlte du detecciédn es de 10 ngsml y el coeficlente  de

variaclen para una concentraclon de 0.1 pugsml es de 4, 5%

17.1.3.3.~ METODO RADIOMETRICO.
Para la determinacion radicactiva del Prozicuantel en organos
C12) (467 y fluidos biologicos (45), se ha utilizade la molecula
del farmaco marcado con C'*. El método es muy sensible, peroc no es
especifico, ya que no diferencia el Prazicuantel inalterado de

sus metabolitos.

IT.1.3. 4. - CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION.

Shua-Xua y col. 532, desarrollaron un método por
cromatografia de liquidus de alta resolucidn para determinar
Prazicuantel en suero. El método a seguir es el sigulente: A 1 ml
de Suero se le agregan 10 pl de una soluciédn conteniendo 0.8 ug de
estandar interno (2~-cicloheptil-carbonil-4~-ona~1,2, 3,6, 7,11b-
hexahidro-4H-pirazino(2,1-adisoquinolinald, se mezcla vigorosamente
por 30 segundos y se extrae con tres porclones de Z mi  de agua
saturada con acetatou de etilo, se mezcla por 1 minuto y se
centrifuga a 1600 g durante S minutos. Las tres porciones de

acetato de etilo se combinan y se evaporan a sequedad. La muestra



se reconstituye con 280 pul de una mezcla de acetonitrilo-agua
€38:62), y se inyecta una alicuota de 25 yl en el cromatografo.

Las condiciones utilizadas en el analisis fueron:

Columna: 10 cm, 4.6 mm de diametro interno de gel de silica

actadecil RP-18, 5 micras.

Fase movil: Acetonitrilo~agua (38:62).

Yelocidad de flujo: 1.5 ml/min.

Yelocidad de cartas 10 smmsmin.

Detector: UY de longitud de onda variable a 210 nm.

Bajo las condiciones propuestas, el metodo tiene un limite de

deteccion en suero de 2.5 ngs/ml y un coeficiente de variacion de

2. 8% para esta cvoncentracion.

Mandour y col., €31> desarrollaron un método para

cuantificar Prazicuantel en suerc o plasma por CLAR, el cual

requiere 0.5 ml de muestra y diazepam como estandar interno., La

muestra se extrae con 5§ ml de una mwzcla de etersdiclorometanc

€2:1), 1la cual se evapora a sequedad para su posterior

reconstitucién con 120 1l del eluyente cromatograficoe y su
inyeccidn al cromatografo, utilizando una coloumna Spherisorb S

ODS 2.15 x 0.46 cm., un detector U. V. a 210 nm y como fase movil
ACN/HzO/Hetanal (45-/45-10)3.

Se obtienen Liempos de retencidén para el Prazicuantel y el

diazepam de 3.1 y 3.9 min respectivamente. La sensibilidad es de 3
ng~sml de plasma o suera. El rango lineal para plasma es de 0.3-2
ugr/ml. Los coeficientes de variacion es de 7. 8% a una

concentracisén de 300 ngs/ml.
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112~ CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (CLAR).

La cromatografia es una técnica analitica, 1la cual
permite separar, identificar y cuantificar los componentes de una
mezcla de compuestos quimicos. La muestra es distribuida entre
dos fases, una estacionaria y otra mévil, de tal forma que cada
uno de los componentes de la mezcla es selectivamente retentdo por
la fase estacionaria, debido a fuerzas electrostaticas, puentes
de hidrégeno y polaridad. La distribucién molecular del soluto
frente al tiempo corresponde a una gaussiana. No todas las
moléculas eluyen de manera exacta en el mismo tiempo. Primero lo
hacen unas pocas, hasta eluir un miximo, disminuyendo después el
nimero de moléculas que eluyen. Por lo tanto no todas pasan al

mismo tiempo por el detector.

\

Numero de
moléculas

ﬁ" Tiempo

Con esta técnica es usual obtener separaciones en el térnmino
de minutos e inclusive en algunos casos, en segundos; con alta

resoluciodn, buena sensibilidad €10 ng o hasta 10 plcogramos), y su

3]
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preclsion en caso de anélisis cuantitativos suele sor mayur al
1. La mas importante de sus ventajas es la diversidad de sus
aplicaciones tanto a compuestes organicoes, inorganicos, muestras
de peso molecular muy bajo o muy alto, sustancias 1liquldas o
sélidas, ldonicas o covalentes., Ademas de que permite separar
mezclas muy complejas, tal es el caso de aquellas que se

encuentran en fluidos biolégicos como plasma y orina. (34D

Sus limitaciones incluyen al Ainstrumental, el cual es
costoso, y a la necesidad de que el personal que utiliza este
método tenga experiencia para obtener el mayor provecho. No es un
buen método de identificacién ya que los tiempos de retencién no
son exclusivos, ho existe aun un detector un.!:versal, Yy sensible

para CLAR. En la figura 2 se esquematiza el instrumental de CLAR.

FIGURA 2. Instrumental de Cromatografia Liquida de Alta

Resolucién.

N
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II.2.1.- FASE MOVIL.

Las caracteristicas que debe de presentar son las siquientes:

- Disolver la muestra para que esta pueda ser
transportada a través de la columa. Puede ocurrir precipitacién
de la muestra dentro de 1la camara de inyeccidn o en la columna si
el disolvente de la muestra y la fase movil son muy diferentes en
polaridad.

= No degradar o disolver la fase estacionaria.

= Tener baja viscoclidad, ya que es Iimportante en la
eficiencia de la separacién porque influye en el efecto de
transferencia de masa entre la fase movil y la estacionaria.

~ Ser compatible con el tipo de detector utilizado,
puesto que el cambio en la composicién en la fase movil puede
afectar el funcionamiento del detector,.

- Tener la polaridad adecuada para permitir una
retencién conveniente de la muestra en la columna.

- Debe ser de alta pureza (grado espectroscépico o
cromatograficod, para anadlisis de alta sensibilidad con deteclores

como el de luz ultravioleta o el de fluoresencia.

Los disolventes mas comunmente empleados en cromatografia
ltiquida de alta resolucién son: hexano, clorwo de metileno,
cloroformo, tetrahidrofurano, acetonitrilo, isopropanol, metanol,

agua. (34>

Recipienles de almacenamiento de la fase movil. - Pueden
utilizarse recipientes de vidrio, acero inoxidable o plasticos

ftnertes. (34)



Se recomienda filtrar las fases moviles y eliminar el oxigeno
disuelto en ellas para no obstruir y dafiar el sistema de bombeo y

la columna. (34

II.2.2.- SISTEMAS DE BOMBEO.

Las columnas cromatogra‘ficas estin rellenas de
materiales especiales de particulas muy pequefias, lo cual hace
que la resistencia al flujo de la fase mévil sea muy elevada. Por
esta razén, se requlere un sistema de bombeo que haga fluir 1la
fase movil a un flujo razonable, pues de lo contrario los analisis
serfian excesivamente lentos.

Los aspectos mas importantes de todo sistema de bombeo son:
- Presidén maxima de operacidn Cusualmente hasta 400 atmd.
- Intervalo de voldmenes obtenibles <(entre 0.8 y 10
mles/mind .
- Reproducibilidad y constancia del flujo Caprox. 1.
= Caracteristicas del flujo C(continuo o pulsado).
También son importantes la resistencia a liquidos corrosivos,
la facilidad para efectuar el cambio de fases mbviles y la

limpieza del sistema. (34>

IX.2.3. = VALVULAS INYECTORAS.

La muestra se introduce en la valvula mediante wuna Jjeringa,
desplaza el liquido y llena el espacio Interno de una pequefia
porcion del tubo capilar de acero. La muestra se inyecta en la

columna accionande la valvula de forma tal que la disposicién de



entrada y salida se invierte. De esta forma se logra inyectar a
cualquier presion un intervalo muy amplio de tamaffos de muestra
con un alto grado de reproducibilidad.

Las valvulas Jinyectoras se fabrican s6lo de materiales
inertes, como el tefldén y el acero inoxidable, y su diseffo es tal

que resisten presiones muy elevadas. (34)

II.2.4.~ PROGRAMADORES DE FASE MOVIL.

Consisten en cambiar la composicién de la fase movil
conforme transcurre el anilisis. Las ventajas que ofrece esta
técnica son: Andlisis mas rapidos; mejores separaciones; mayor
simetria en los picos, y mejor detaectabilidad. Sus desventajas
sont Necesidad de regenerar la columna e incompatibilidad con el

detector en ciertos casos. (34>

I1X.2.8.~ REGISTRADORES.
Su funcién es representar en un registro graficoe 1a
sefial enviada por el detector. Generalmente se utiltizan

registradores potenciométricos de 1 o 10 mv. (34)

II.2.6.= CONTROLES DE TEMPERATURA.
En muchos casos el control de temperatura que requiere
la columna puede permitir una variacion de 22°C; para trabajar a
temperaturas superiores a la del ambiente, se utilizan baflfos de
agua o de otro liquido, con regulacién de temperatura, o bien

hornos de tipo eléctrico.
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El control de temperatura del detector depende .del tipo
empleado, ya que mientras algunos no lo requieren, otros necesitan

un control sumamente minucioso. (34>

I1.2.7.= RECOLEdTORI-‘S DE FRACCIONES.

Para que se puedan recolectar los componentes de 1la
muestra analizada, se requieren columnas especiales, capaces de
trabajar con muestras grandes, y detectores que no degraden o
destruyan los componentes ya separados. Hay recolectores
automaticos y manuales, bien como accesorios o© como componentes

del instrumento. (342

IX.2.8.~ MEDICION DE FLUJOS,

Los métodos gravimétrico y volumétrico, consisten
respectivamente en pesar o medir el volumen de la fase movil
recolectada durante un cierto lapso de tiempo.

Otros consisten en un pequefio tubo de vidrio de seccidn
cénica, en cuyo interior, una pequefia esfera metalica flota dentro
del liquido por efecto de la friccién que produce el paso de éste
dentro de dicho tubo. La altura a 1la que se mantiene la esfera
indica el flujo obtenido. No es exacto y requiere de calibracién.

El medidor de burbuja, consta de un tubo de vidrio de voltmen
conocido a través del cual fluye la fase movil. La forma como se
mide el flujo es introduciendo una burbuja y midiendo el tiempo de
sy recorrido a través del tubo. Este métode es muy rapido, exacto

y preciso, y no requlere calibracion.



En la actualidad se puede decir que no hay necesidad de medir
los flujos de la fase mdvil; sobre todo en el caso de sistema de

bombeo de voluwmnen censtante ceontrolados por modio de

los cuales reciben las ordenes del
de

microprocesadores electrénices,
operador y automiticamente ajustan las condeciones de operacién

la bomba para dar el fluje reguerido en la orden. (34>

IX.2.Q9. - COLUNNAS Y FASES ESTACIONARIAS,

11.2.9.1.~ CARACTERISTICAS GENERALES:

Basicamante la columna consiste en un segmentoe de tubo de

algim material iperte, de diametro wniforme y capaz de resistir

altas presiocnes. El acero inoxidable es el mas usado (turbore
stalnless steeld. Se ha empleado vidrio de paredes gruwesas, pero

tiene el inconveniente de no permitir conexiones metal-vidrio

herméticas a altas presiones. (34>
ta longitud de la ¢olumna es por lo general de 10 a 50 ¢m. En
la mayoria de los casos el diametro es de alrededor de 3 a 4 mm.

La capacidad de la columna depende de su longttud, diametro y

material de rellenc. En general las columnas muy eficaces son de

diametro pequefic (3 mmd y efectian analisis muy rapidos; su

capacidad en cambio es muy limftada y la muestra debe ser entonces

de tamafic muy reducido, por lo que exige un detector muy sensible.

Se prefieren la columnas rectas, sobre todo porgue hay cierta

pérdida de eficiencia cuando se doblan las columnas. Pese a esto,

se pueden utilizar columnas rectas conectadas herméticamente entre

si, © bien ceolumnas enrrolladas o de forma en “Y», “L",“S" u "8,

estas dGltimas facilitan el control de la temperatura. (34>
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En la actualidad se puede dec_lr que no hay necesidad de medir
los flujos de la fase mévil; sobre todo en el caso de sistema de
bombeo de volumen constante controlados por medio de
microprocesadores electrénicos, los cuales reciben las ordenes del
operador y automiticamente ajustan las condcliones de operacién de

la bomba para dar el flujo requerido en la orden. (34

II.2.9. ~ COLUMNAS Y FASES ESTACIONARIAS.
II.2.8.1.~ CARACTERISTICAS GENERALES:

Basicamente la columa consiste en un segmento de tubo de
algdn material inerte, de diametro uniforme y capaz de resistir
altas presiones. El acero inoxidable es el mas usado C(turbore
stalnless steel)d. Se ha empleado vidrio de paredes gruesas, pero
tiene el inconveniente de no permitir conexiones metal-~vidrio
herméticas a altas presiones. (34)

La longitud de la columna es por lo general de 10 a 50 em. En
la mayortia de los casos el diametro es de alrededor de 3 a 4 mm.

La capacidad de la columna depende de su longitud, diametro y
material de relleno. En general las columnas muy eficaces son de
diametro pequefio (3 mm) y efecttan analisis muy rapidos; su
capacidad en cambio es muy limitada y la muestra debe ser entonces
de tamafio muy reducido, por lo que exige un detector muy sensible.

Se prefieren la columnas rectas, sobre todo porque hay cierta
pérdida de eficiencia cuando se doblan las columnas. Pese a esto,

Se pueden utilizar columnas rectas conectadas herméticamente entre

si, o bien columnas enrrolladas o de forma en “U”,"L","S* u “8%,

estas dltimas facilitan el control de la temperatura. (34>



1I.2.9.2.~ FASES ESTACIONARIAS.

La fase estacionaria debe ser estable y resistente a altas
presiones. Los tipos de soporte de fase estaclonaria que se pueden
encontrar en las columnas de CLAR sons no  porosos, totalmente

porosos y porosos. (34)

El tamafo de particula es Aimportante porque contrela el
proceso de difusidn de las moléculas de la muestira hacia adentro y
hacia afuera de los poros de la particula, A medida que el tamafio
de la particula aumenta, el proceso de difusién se hace mas lento,
es decir, la transferencia de masa entre la fase movil y la fase
estacionaria es lenta. Si se aumenta el flujo de la fase movil
para obtener anilisis rapidos, el proceso de difusidén, que es
lento, hace que la colwmwna plerda eficacia Yy, por 1lo tanto,
resolucidén. Conforme disminuye el tamafio de particula, la
profundidad de 1los poros también disminuye y el proceso de
transferencia de masa se hace mas rapido, permitiendo anilisis

rapidos sin perdidas en la resolucidén Ctamafio menor a 80 umd. (34)

Los llamados adsorbentes peliculares, también conocidos con
el nombre de “adsorbentes de capa porosa', consisten en particulas
esféricas, generalmante vitreas, no porosas, recublertas de una
capa muy fina de un adsorbente poroso, como gel de silice o

alumina Calrededor de 1 umd. (34)
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II.2.10. -DETECTORES.

En términos de su aplicacién a un cierto problema, o a
evaluar las cualidades de un cierto disefio, deben tenerse en
cuanta ciertas propiedades gonerales como las siguientess

RESPUESTA. Puede ser universal o selectiva.

SENSIBILIDAD. Razén entre la sefial generada y la cantidad de
muestra que produce dicha sefial.

RUIDO. Es la variacidén de la sefilal en el instrumento que
puede ser producida por fallas electrénicas, variaciones de flujo
o temperatura, fluctuaciones en el voltaje, burbujas de aire
atapadas en el detector, etc.

LINEARIDAD. Razén entre las concentraciones miximas y minimas
respecto a las cuales la respuesta del detector es lineal.

ESTABILIDAD. Debe ser insensible a los cambios de temperatura
Y a la variacién de flujo a la vez que ser compatible con

programaciones de fase mévil. (34)

II.2.11.1.- DETECTOR DE INDICE DE REFRACCION.

Mide la diferencia entre 1los indices de refraccidn del
disolvente puro y de la solucidén de la muestra que sale de 1la
col umnaj de esta manera se detecta cualquier cambio en la
composiclién de la fase médvil. La respuesta de este detector es
universal y su sensibilidad es moderada, por lo general del orden
de microgramos o© partes por millén. Para poder observar
diferencias en el indice de refraccion del orden de 1 x 1077

unidades se requiere un control de temperatura de % 0.0001°C.

Los detectores de {ndice de refracclién no son instrumentos
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muy estables ni de facil manejo, Estas pequefias dificultades han

limitado su uso. (34

II.2.11.2.~- DETECTOR DE LUZ ULTRAVIOLETA.

Su funcionamientoc se basa en la absorcién de la luz por parte
de la muestra al pasar a través de ella un haz de luz
monocromatica ultravioleta. Es légico suponer que la respuesta de
este detector es selectiva, ya que solo se detectan lus compuestos
que absorben luz de 1la longitud de onda a la que opera vl
detector.

Los detectores de longitud de onda variable presentan algunas
ventajas sobre los fotémetros, y entre las mas sobresalientes cabe
mencionar:

- Es posible seleccionar la longitud de onda 6ptima para
la muestra.

= Pueden evitarse algunos problemas de la fase movil
Cabsorcidén excesivad.

- Algunos diseffos permiten obtener el espectro de

absorcién de cada compwesto por separado.

Es licito considerar a los detectores de luzr ultavioleta como
los de uso mas generalizado en cromatografia liquida, en especial
en al campo de las investigaciones bioquimicas, porque muchos
compuestos de interes biolégico absorben intensamente en la regiodn
ultravioleta. La muestra no resulta alterada por el proceso de
deteccidn y el intervalo lineal es de aproximadamente 3000; este
detector no es sensible a los cambios de flujo o de temperatura y

es apto para programaciones de fase movil., (34)
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II1.2.11.3.- DETECTOR DE FLUORESCENCIA.

Es posible detactar con este instrumonto cantidades del
orden de c:o“’g). Su manejo requiere cierto cuidado y su mayor
ventaja es su alta selectividad de respuesta y su sensibilidad.
Cuando la muestra no tiene propiedades fluorescentes, es posible
formar compuestos derivados de la wmuestra original que si posee

dichas propledades. (34>

I1.2.11.4.- DETECTOR ELECTROQUIMICO.

Esta basado en el hecho de que la corriente es medida
como funcién del tiempo con la aplicacién constante de potencial a
un electrodo fijo expuesto a un fluido en movimiento. En las
formas mas comunes de detectores electroquimicos, el farmaco es
convertido a su forma oxidada, produciendo uno o mas electrones
por molécula que reacciona. Este compuesto inestable reacciona a
una forma estable y sale de la celda. La corriente instantanea es
proporcional a la concentracidén del farmaco en la celda. Debe de
seffalarse que no todas las moléculas son oxidadas y una eficlencia

de conversion del 10X es aceptable. (8)

II.2.11.5. -~ DETECTOR DE DIODOS.
Tiene la ventaja sobre los demis de que da informacidn

de picos que se translapan y de interferencias secundarias. (8)



11.3.~ IMPORTANCIA DE METODOS ANALITICOS EN ESTUDIOS DE
FARMACOCINETICA Y METABOLISMO.

Para estudios de farmacocinética y metabolismo, es
requisito tener datos confiables disponibles. Los estudios de
disposicidén de farmacos en los organismos vives son un tema para
la farmacologfa y la bioquimica, pero su problema principal es su
analisis quimico: separacién, identificacién y ensayo
cuantitativo. Cuando wun farmaco ha sido 4introducido en el
organismo vivo, puede ser transportado a través de la circulacién,
enlazado reversible o irreversiblemente a varios tejidos,
transformado y excretado, por lo que es necesario contar con
métodos sensibles para poder cuantificarlos en los fluidos
bloléegicos. (213

Actualmente la CLAR es la técnica mas extensamente utilizada,
Ya que se pueden obtener separaciones rapidas y deteccicones hasta
de subnanogramcs. Es muy utilizada para separar metabolitos
conjugados, ademis de que puede ser automatizada facilmente. Sin
embargo algunos farmacos son analizados por cromatografia de gases
cuando no se obtiene la sensibilidad requerida por CLAR. Tamblén

se utilizan las técnicas de £ lisis y trofotometria de

masas. (21D

lLos modelos farmacocinéticos dependen en gran parte de 1la
sencibilidad del método analitico empleado para determinar las
concentraciones de farmaco en plasma. La deteccidén Yy
caracterizacién de un compartimiento puede ser errdénea por 1la
escacez de sensibilidad en el ensayo, cuando la concentraclén del
farmaco esta a un nivel de concentracién por debajo del 1limite

de sensibilidad. (21)
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A cualquier nivel de sensibilidad, un método analitico debe
ser. preciso y exacto. La precision puede ser determinada
facilmente con un analisis estadistico de las repeticiones del
ensayo, La exactitud requiere de una validacién con nmuestras de
concentracliones conocidas a través de la duracién del analisis de
las muestras. La precisién y exactitud estan directamente
relacionadas con la concentracién que va a ser madida, mientras
menor sea la concentracién, mayor sera el error del ensayo.

Otro parametro importante es la velocidad del analisis, ya
que para estudios farmacocinéticos se requieren de un gran ntmero

de datos, por lo que se requiere que el método sea rapido. (210

11.3.2.- TRATAMIENTO DE MUESTRAS.

La CLAR demanda soluciones claras libres de particulas.
Miscibilidad del solvente con la fase mbGvil. Compatibilidad del
solvente con la fase estacionaria.

Para lo cual se pueden seguir las siguientes estrategias:

1) remover las interferenclas y los compuestos irrelevantes, o

11> remover 'los analitos de la muestra, en donde se puede
realizar una preconcentracidn.

Los métodos de separacidén y limpleza mas frecuentemente utllizados
son filtracian, precipitacién, ultrafiltracioén, sedimentacian
Ccentrifugacidén), evaporacién, dialisis, extraccién de sélidos ¥y
liquidos con liquidos, extraceidn de s6lidos por adsorcién en
s6lidos y cromatografia. (27) (480

Las muestras bioldgicas, en particular 1los homogenados de
tejidos y el plasma contienen una considerable cantidad de

protelnas; los meétodos mas frecuentemente empleados son la
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precipitacién, ultrafiltracion y dialisis. La aplicacidén de
solventes como metanol o acetonitrilo son utilizados en CLAR ya
que son compatibles cuando se utiliza fase reversa, a pesar de que
no se eliminan totalmente las proteinas. (48)

EXTRACCION EN FASE SOLIDA. - Se han utilizado materiales para
fase reversa e intercambio idénico de CLAR, asi como microcelumnas,
¥ 1a clasica silica, como Extrelut® CE. Merk), o bien silica y
fase reversa como cartuchos Sep-pakn CMillipore-Watersd (27), en
los cuales el fluldo biolégico es forzado a pasar a través de una
columna rellena de particulas sdlidas, la cual debe ser
preacondicionada antes. Los analitos muestran una gran aflnidad
por la superficie del s6lido en presencia del fluldo de la muestra
Y por lo tanto son adsorbidos en el empaque de 1la columna., La
columna es lavada con un solvente lo suficientemente polar para
eluir los compuestos irrelevantes, pero no los analitos.
Posteriormente los analitos son eluildos con un solvente adecuado,
para su posterior analisis. Los compuestos de muestras bloléglcas
poseen diferentes polaridades por lo que los compuestos mas
polares son eliminados lavando con agua Yy los compuestos
lipefilicos se retienen en el empaque., (48)

La superficlie de la fase sélida puede ser significativamente
modificada por la fuerte adsorcién de los componentes de la
matriz, el plasma contiene aproximadamente un 70X de proteinas que
muestran una“!‘uerte adsorcioén en empaques no polares en presencia
de agua, por lo que el empaque puede ser saturado con las mismas y
la adsorcidén de los analitos ocurre en las proteinas, lo cual es
indeseable por lo que se recomienda la disminucién de proteinas

por algiém otro método, para no dafiar los cartuchos. (48)



II.3.2.~ PROPIEDADES PARTICULARES DEL PLASMA.

La caracteristica principal del plasma es la presencla
de gran cantidad de proteinas (globulinas, albumina, fibrinédgenod,
que aunque quimica y fisicamente son diferentes a las moléculas
pequefias de los fArmacos que dgeneralmente se cuantifican, hay
siempre una gran afinidad entre los farmacos y las proteinas y
solo por ultrafiltracién o dialisis se pueden remover las
proteinas del farmaco, o alternativamente se puede medir el
farmaco libre perdiendo el total de la misma. Por lo que el primer
paso para analizar una muestra plasmitica, es la obtencidén de una

solucidn acuosa libre de proteinas. (8>

A pesar de que el plasma es un fluido complejo, su
composicién es estable y atm en pacientes, en pocos casos se
presentan cambios en su composicién gque puedan preocupar al
analista. El pH del plasma nunca se encuentra fuera del rango de
7.30 a 7.50 y el total de proteinas y sales tamblen esta
controlada. El contenido de lipidos puede variar
considerablemente de acuerdo con el tiempo y la mnaturaleza de
los alimentos, lo cual puede ser un factor que afecte al analisis
¥ por lo tanto se puede requerir de un paso extra para remover los
lipidos.

Algunos cambios en los constituyentes del plasma pueden tener
un impacto en los niveles del farmaco que junto con otros factores
pueden interferir en el andlisis.

Otro factor a tomar en cuenta dentro de 1los constituyentes
del plasma es la presencia de enzimas que puedan degradar el

farmaco que se desea analizar. (8)
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II.3.3.- PROPIEDADES PARTICULARES DE LA ORINA.

L.a orina en contraste con el plasma, esta libre de
proteinas y 1lipidos, sin embargo hay una mayor variacién en 1la
composicidén de la orina y esto se puede observar en el color ambar
oscuro de la orina colectada en la maffana y en el color palido de
la orina colectada durante el dia. La composicién de la orlna
depende en gran parte de la dieta.

Uno de los problemas mas importantes es la gran diferencia de

vold que se p obtener. En la excrecién urinaria, lo que

interesa es la cantidad excretada y no la concentracléng si el
volamen es muy grande, la concentracién del farmaco sera muy
Pequefia y por lo tanto el andlisis estari sujeto a errores

asocliados con bajas concentaciones. (8

La orina esta sujeta a cambios de pH en un amplio rango, que
dependen en su mayor parte de la dieta y de los medicamentos. E1l
rango normal de pH de la orina se encuantra entre 8.5 y 7.0. La
excrecién del farmaco depende en gran medida del pH y por lo tanto
los farmacos basicos se excretan mas eficlentemente en orina
acida, mientras que los farmacos acldos se excretan mejor en orina
alcalina. La orina que se almacena va perdiendo el €0z y por 1lo
tanto se vuelve mas alcalina, provocando la precipitacién de
fosfatos inorganicos. La composicidn de la orina fresca es
diferente a la composicidén de la orina almacenada, por lo que el
método se debe evaluar tanto con la orina fresca como con la orina
almacenada, para elucidar 1la estabilidad del fArmacoe en las

muestras almacenadas. (8)
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CAPITULO 111
PARTE EXPERIMENTAL



1II.1.~ DETERMINACION DE PRAZICUANTEL EN PLASMA Y EN ORINA.

IIT.1.1.- MATERIAL Y EQUIPO.

~ Balanza Sartorius, modelo 1800.

- Balanza granataria Ohaus, Galaxy ™ 4000 D.

Centrifuga Beckman, moadelo 168700.

Micropipeta Eppendorff de 100 a 1000 mcl.

Micropipeta Finnpippette de 50 a 280 mcl.

= Cromatégrafo de liquidos de alta resolucién Beckman,
equipado con dos bombas, modelo 110 B.

-~ Integrador Beckman, modelo 427.

- Detector U.V. Beckman, modelo 164 de longitud de onda

variable.
= Ultrasonido Branson PC B20.

~ Bomba de vacio Felisa, modelo 1410.
= Parrtllas Sybron thermoline, modelos 1000 y 1900.

- Cartuchos Sep-pak, Waters Assoc.

IIX.1.2,- REACTIVOS.

- Prazicuantel quimicamente puro obtenido de Bayer
México.

- Estandar interno: 2-cicloheptil~carbonil -4-oxo-
1,2,3,6,7,11ib-hexahidro~4~H=-pirazino~(2, 1a)~isoquinoleina, donado
por Merck, Alemania.

= Hidréxido de sodio lentejas, R.A., J.T. Baker.

- Fosfato de sodio monobasico, R.A., J.T. Baker.

- Fosfato de sodio dibasico, R.A., J.T. Baker.

8



- Sulfato de sodio anhidro, R.A., J.T. Baker.

Acetona, R.A., J.T. Baker.

Acetato de etlilo, R.A., J.T. Baker.
- Eter isoprapilico, R.A., J.T. Baker.
- Metaneol, R.A., J.T. Baker.

- Acetonitrilo, grado HPLC, J.T. Baker.
= Agua desionizada, grado HPLC:

= Nitrdagena AGA.

I1I.1.3.- SOLUCIONES,

-~ Hidroxido de sodio 0.2N.

-~ Solucidén amortiguadora de fosfatos 0,.05M pH= 5,0,

- Mezcla de acetato de etilo/eter isopropilico

\azh

= Solucién estandar de prazicuantel
concentracidn 1.0 mgsml.

= Solucldén estandar de prazicuantel
concentracién de 100 megesml.

- Solucién estandar de prazicuantel
concentracién de 1.0 mgs/ml.

- Solucidén de estandar interno en fase

45:55 a una concentracién de 100 mcgsml.

III.1.4.- PREPARACION DE LAS SOLUCIONES.

- Solucidn Estandar de Prazicuantel.- Pesar

10 mg del farmaco y aforar a un volumen de 10 ml con acetona
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mgs/mld. De la solucidn anterior hacer 3 las : diluclahas 'necesarlas
con acetona para obtener concentraciones de ‘4.0, 2.0, 1.0,. 0.5,

0.250 y 0.125 mcgs/ml.

- Soluciones de Prazicuantel en Plasma. = Pesar
exactamente 10 mg del farmaco, disolver y aforar con acetona a un
volumen de 10 ml. Tomar 1.0 ml y aforar con plasma a 10 ml. A
partir de esta solucién se hacen las diluclones correspondientes
para obtener las concentracionesde 4.0, 2.0, 1.0, 0.5  0.250 vy

0.128 mcgs/ml, aforando con plasma.

- Soluciones de Prazicuantel en Orina. - Pesar
exactamente 10 mg del farmaco, disolver en 0.8 ml de acetona y
aforar con orina filtrada a un volumen de 10 ml (1.0 mgs/mld. Tomar
una alicuota de 1.0 ml de esta solucién y aforar a 10 ml con agua
desionizada, utilizar esta solucidén para obtener las
concentraciones de 4.0, 2.0, 1.0, 0.8, 0.250 y 0.128 mcgsmi,

diluir y aforar con agua desionlzada.

- Solucién Patrén de Estandar Interno. - Pesar
exactamente 1 mg del farmaco, disolver y aforar a 10 ml con fase
mévil ACN/Hz20 45:5S (100 meg/ml). Tomar 1 ml de esta solucidén y
aforar con fase movil a 10 ml, para obtener uma concentracién de

10 ugrsml.

I1I.2.~ DESARROLLO DEL METODO.
I1I.2.1.- METODO DE EXTRACCION.

Despues de probar diferentes condiciones en el mélodo de

extfraccc:n. la técnica con la que se obtuvieron mejores resultados
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fué la sigulente:

A 2 ml de muestra Cplasma u orinad previamente
alcalintzada con 1.0 ml de hidréxido de sodio 0.2N, se le
adicionan S0 uxl €10  pugsml) de estandar interno a las
concentraciones de 0.125, 0.250, 0.5 y 1.0 ugrml, y 100 21 a las
concentraciones de 2.0 y 4.0 mcgs/ml, con el fin de obtener un pico

de estandar internc de tamaffo adecuado.

Sa activa el cartucho sep-pak con 5 ml de metanol R.A. y
S5 ml de solucién amortiguadora de fosfatos pH= 5.0 (0.05 M, se
pasa la muestra a traves del cartucho y se lava con 20 ml de
soluclidén amortiguadora de fosfatos pHs 5.0 (0.08 M, se eluye la
muestira con 6.0 ml ¢3 ml x 2 veces) de una mezcla de acetato de
etilorseter isopropiliceo 70:30 v/v. Una vez reunidas las fracciones
de la fase orgdnica, se procede a secar con sulfato de sodio
anhidro y se evapora a sequedad en bafio maria bajo corriente de

nitrégeno.

El residuo se reconstituye con 100 ul de fase movil
ACN/H20 485:58 y se inyectan 20 ul en el cromatégrafo de liquidos

de alta resolucién.

El cartucho sep-pak se lava con 22 ml de agua
desionizada, 8 ml de metanol R.A. y 20 ml de solucien

amortiguadora de fosfatos pHs 5.0 C0.05 M.

El procedimiento se esquematiza en la figura 3.
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2.0 ml de muestra.

+

1.0 ml de NaOH 0.2N.

+

50 mcl o 100 mcl de estandar interno Ce= 10 ugs/mld.

+

Cartucho sep-pak activade® con 5 ml de MeOH + 5 ml de
soluclén amortiguadora de foztatos pHw 8.0 (0.05 W.

+

Aftadir la muestra,

+
Lavar con 20 ml de solucidén amortiguadora

de fosfatos pH= 5,0 €0.03 .
>

Elulr con mezcla de acetato de etlloreter i{sopropilico

70:30 v/v, (3 ml x 2 veces).

+

Secar con sulfato de sodio anhidro.
+

Evaporar en baflo maria bajo corriente de nitrdgeno.

+

Reconstituir con 100 pl de fase movil ACN/HzO 45:58.

+ Empaque no polar de silica modificads Cis.

Figura 3.~ Diagrama del método analitico utilizado

la cuantificacisdn de Prazicuantel en plasma y en orins.
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III.2.2.~- CONDICIONES CROMATOGRAFICAS.
Las condlciones cromatograficas utilizadas para la

cuantificacién fueron las siguientes:

Columna: Cie ODS con tamafio de particula de 5 micras.
Longitud de 25 cm. Diametro interno 4 mm.

Fase movil: Acetonitrilo sagua: 45:535 (vsvd.

Flujo: 1.5 ml/min.

Sensibilidad del detectors 0.005 AUF.

Longitud de ondat 217 nm

Velocidad de carta:t 0.25 cavmin.

1XI.3.~- Yalidacién de)l Métode Analitico.

I1.3.1.~ Linearidad.

Para determinar si la relacioén entre concentracion y
alturas era lineal, se prepararon 3 curvas de calibracién en
plasma y orina a concentraciones de 0.125, 0.250, 0.5, 1.0, 2.0, y
4.0 ug/ml, y se cuantificaron siguiendo el procedimiento descrito
en ia figura 3. Para cada una de las curvas se determiné el

coeficiente de correlaclén, la pendiente y la ordenada al origen.

IIX.3.2.~- Repetibilidad.
Con el fin de determinar 1la repetibilidad del método
analitico en el mismo dia bajo condicliones ildenticas de operacidn,
aparato y laboratorio se prepararon 3 curvas de calibracion de

prazicuantel en plasma y en orina a concentraciones de 0.125,
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0.250, 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 ugsml. La repetibilidad del método en
diferentes dias se determind analizando 3 curvas por dia en 2 dias
diferentes, doterminaéndose el coaficlente de correlacién,
pendiente y ordenada al origen, asti como el coeficiente de

variacién.

III.3.3.~ Exactitud del método.
Para determinar la exactitud del método analitico se
prepararon B8 curvas de calibracién en plasma y 6 en orina en el
rango de concentraciones de 0.125 a 4.0 ugsml y se compararon con

sus respectivos estandares.

La oxactitud se evalud mediante el coeficliente de
variacidén y se realizd la grafica de concentracién adicionada vs.
concentracidén recuperada para ambos fluidos biologicos, que indica

la exactitud y la linearidad del método.

IIX.3.4.- Concentracién minima detectable.

Para determinar la concentracién minima diferenclable
del ruido de fondo, se prepararon dlluciones de Prazicuantel en
plasma y en orina en el rango de concentraciones de 7.8 a 128
ngs/ml, y Se procesaron de acuerdo a los lineamientos descritos en

la figura 3.
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I1X.3.8, ~ Selectividad.
La selectividad se evalud comparando los
cromatogramas obtenidos al analizar plasma blanco (sin farmaco) y
orina blanco (0.5 ml de orina filtrada sin farmaco aforados a 50
ml con agua desionizadad, contra plasma y orina sembrados con

prazicuantel.

I1I.3.6.~- Tolerancia del mé¢todo analitico.

La tolerancia del método se determind analizando
por duplicado muestras de concentracién de 1.0 pgs/ml, las cuales
se inyectaron utilizando la fase movil con diferentes proporciones
CACN/H20:1 503150, S55:149, 60140 y 40:60).

Asi mismo se efectuaron inyecciones en diferentes
columnas para ver que tan tolerable era el método en cuanto al

cambio de coluwmas.

IXX.3.7.~ Estabilidad.

Para verificar la estabilidad del Prazicuantel en
pPlasma, se mantuvieron en refrigeracién y en congelaclién muestras
por duplicado a concentraciones de 0.128 y 4.0 pg/ml. Las muestiras
de orina se prepararon a una concentracién de 1.0 mg/ml, las
cuales se conservaron tambien en refrigeracidén y en congelacién
para posteriormente hacer diluciones a concentraciones de 0.i25 vy
4.0 pgsml. Las muestras se analizaron cada semana, durante 1 mes y

se cuantificod la pérdida de farmaco.
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CAPITULO IV
RESULTADOS



A continuacién se presentan los resultados del método
analitico desarrollado siguiendo los lineamientos descritos en 1la
secclén anterior.

Debido a que los parametros de validacién ya han sido
reportados anteriormente para el sistema, solo se presentan los

resultados del método.

IV.1.- DETERMINACION DE PRAZICUANTEL EN PLASMA Y EN ORINA POR
CLAR.
Utilizando el método desarrollado (seccidén IIX.2.1) ¥y
bajo las condiciones cromatogriaficas sefifaladas en la seccidén 2.2,
se encontré un tiempo de retencién de 6.0 minutos para el
Prazicuantel y de 8.0 minutos para el estandar interno.
En la figura 4 se presentan los cromatogramas tiplcos

obtenidos al analizar muestras de p.la.sma y de orina.

IV.2.~ PARAMETROS YALIDADOS.
IV.2.1.~- I;INEARIDAD.

En la tabla I, se presentan los resultados de
linearidad del método en plasma de las 3 curvas de calibracidén
preparadas utilizando estandar interno, y en la figura S, se
muestra la grafica promedio.

En la tabla II se encuentran los resultados de
linearidad obtenidos de 3 curvas de calibracién en orina
utilizando estandar interno, la grafica promedio se muestra en 1la

figura O.
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FIGURA 4. Cromatogramas tipicos de Plasma CI) y Orina <(II2,

en donde A es el Prazicuantel (2 pg/mld y B es el estandar tnterno
€0.5 ngrmi>,
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TABLA I.

Linearidad y precisioén

del

método analitico

cuantificacidn de Prazicuantel en plasma.

48

Conc. AlturasgEl Desviacién C.V.
Cugsml)y Promedio Estandar [4.+]
0.125 0.0176 0. 08560 9. 37
0. 280 1.67a0 0. 00170 5. 406
0. 500 3. 2282 0. 23142 7.18
1.000 8.06138 0. 08807 1.30
2. 000 12.8737 0. 33888 2.03
4. 000 26,7430 0. 34179 1.28
am 6.065%3
b= ~0. 050
re ©0.08997
ra 0. 0905

para

la



ALTURAS/ESTANDAR INTERNO

30
25+
20 |
15
101
5+
0 L L 1 1
o] 1 2 3 4 5
CONCENTRACION {(MCG/ML)
m= 6.65666 b= -0.0128 r+ 0.99979 r2=~ 0.99989
FIGURA 8. Llinearidad del método analitico para la

cuantificacién del Prazicuantel en plasma.
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TABLA II.

Linearidad y precisién del

método analitico

cuantificacion de Prazicuantel en orina.

S0

Conc. AlturasEl Desviacioén C. V.
Cugrmld promedio estandar (4. +)
0.125 0.1699 0.01210 7.13
0. 250 0.3404 0.03088 9.07
0. 500 0. 68508 0. 02041 4.52
1. 000 1.2496 0. 05036 4.03
2. 000 2.6143 0.15386 8.89
4. 000 5. 2638 0.19482 3.70
m= 1.31858
b= ~0.0110
rs 0. 89990
r®= 0.999880

para

la



ALTURAS/ESTANDAR INTERNO

6
5
A
3 -
2 |
1 -
o 1] 1 1 i
0 1 2 3 4 5
CONCENTRACGCION (MCG/ML)
m= 1,.3156 b= -0.0119 r« 0 9999 r2« 0,9998
FIGURA 6. Linearidad del método analitico para la

cuantificacion de Prazicuantel en orina.
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IV.2.2.~ REPETIBILIDAD.

En las tablas I1III, 1V y V se presentan los valores de
porcentajes de extraccién, dasviaciones estandar y
raspectivos coeficlentes de variaclén, al evaluar 3 curvas
calibracién de Prazicuantel en plasma preparadas el mismo dia,
preparadas en diferentes dias, asl como los resultados de los

dias respectivamente.

En las tablas VI, VII y VIIXI, se presentan los resultados
evaluar la repetibilidad en el mismo dia y en diferentes dias

cuantificar el Prazicuantel en orina,

Tabla IYII. Repetibilidad del método analitica para

eor

cuantificacién de Prazicuantel en plasma. 1 Dia.
Conc. X extraccidn desviacion c.¥
Cugsmld promedio estandar %
0.125 87.67 7.6164 8.69
0, 280 ag. 22 8.0015 8.97
0. 500 B84.81 8. 2586 9.74
1.000 94.39 3. 45065 5.78
2. 000 86,10 7.2328 B. 40
4.000 00,57 6. 6953 7.38
x 88. 79
s . 3.4374
C.¥V. % 3. 89

los
|SuUs

de
y 3

dos

al

al



Tabla IV. Repetibilidad del método analitico en plasma
do

para la cuantificacion de Prazicuantel. 2 Dia.
Conc. X extraccion desviacidén c.v
Cpgrsmld promedio estandar (&3]
0.1285 86. 84 6. 4067 7.38
0. 250 a7. 67 5. 2629 8.00
©. 500 80. 49 5. 0580 6.28
1.000 81.78 1.4684 1.80
2. 000 a88. 82 3. 5749 4.03
4. 000 01.95 2.0815 2.91
Xm 86.10
s= 4.2473
C. V. C% 4.93

Tabla V. Repetibilidad del método analitico en plasma para

cuantificar Prazicuantel en diferentes. Dias 1 y 2.

Conc. % de extracclién desviacion C. V.
Cpgrsmld promedio estandar 0
0.125 87.25 6.31090 7.23
0.250 88. 48 6.1160 6.92
0. 500 82. 65 6. 5668 7.95
1.000 88. 09 7.7799 8.83
2. 000 87. 46 5.3142 6.08
4. 000 91.06 4.5885 5.04
x= 87. 49
sw 2.7390
C. V., (%) 3.13

o
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Tabla vI.

Repetibilidad del método analitico

para

cuantificacién de Prazicuantel en orina. 1°7 Dia,

Conc. % extraccioén desviacion C. V.
CpugsmLd promedlo estandar €%
©0.128 108. 41 6.1743 5. 86
0.250 104.70 1.0737 1.03
0.500 98, 42 8. 5548 6. 66
1.000 100. 47 0. 41094 0. 42
2. 000 j02. 21 6. 3450 6. 21
4.000 104.01 6. 4004 6.11

X 75.43

sw 3.5304
C. V.00 4.71

Tabla VII. Repetibilidad del

método analitico

do

para la cuantificacién de Prazicuantel. 2 Dia.

Conc. X extraccién| desviacién C. V.
Cugs/mld promadio estandar (4 <)
0.125 02.72 6.5984 7.12
0. 250 113.14 10.2749 9. 08
0.500 101.54 4.5015 4. 52
1.000 90. 88 4.0273 4.03
2. 000 106.51 a.2703 5.89
4.000 101.50 3.7553 3.70

o 102.58
o= 8. 8368
C. Y. €% 6. 67
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Tabla YIII. Repetibilidad del método analitico en orina para

la cuantificacion de Prazicuantel en dlas diferentes. Dias 1 y 2.

Concentracion X de extracclén desviacién Cc.v.
Cmcgrsmld promedio estandar X
0.125 Q9. 06 8. 0986 g9.08
0.280 108.92 8. 0038 7.3S
0. 500 99.08 5. 3426 5. 34
1.000 100.18 2.5812 2. 58
2. 000 104.36 6.1129 5.80
4. 000 103.21 5. 0552 4. 90
X 102. 62
s= 3.7087
C.V. O 3.61

IV.2.3. - EXACTITUD.

Para determinar si el métode analitico es exacto, se
determiné el Acoeflclnnte de variacién total de cada dia y en dias
diferentes (Tablas IX y X) y se reallzd la grafica de concentracién
adicionada vs. concentracién recuperada, para plasma y orina
Cgraficas en las figuras 7 y 8), en base a los resultados de las

tablas XI y XII respectivamente,
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Tabla

IX. Exactitud

del método

determinacién de Prazicuantel en plasma.

analitico para la

1°" pia 29° pia Dlas diferentes
%
extrac, 88.79 86.10 87. 49
promed.
s 6. 90866 8. 44228 g.1822
C.V. 7.78 % 6.31 % 7.07 X
Tabla X. Exactitud del método

determinacidn de Prazicuantel en orina.

analitico para la

1°" Dia 2%° pia Dias diferentes
x
extrac, 102. 69 102.55 102. 62
promed.
= 5.12687 8. 33478 6. 72246
C. Y. 4,99 x 8.13 X 6.55 %X
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Tabla XI. VYalores de concentracién adicionada vs. concentracién

recuperada, en plasma,

en el rango de concentraciones estudiado.

X extracclén

ug adiclionados| ug recuperados
0.125 0.109 87.25
0. 250 0.221 88. 48
©0.500 0. 413 82. 065
1.000 0.681 88,09
2. 000 1.749 B87. 46
4. 000 3. 642 91.00

m= 0.611110
b= -0.026868
r= 0.99379
r?= 0.00057

Tabla XII. Yalores de concentracién adicionada vs. concentracién

recuperada, en orina,

Hg adicionados

Hg recuperados

% extraccién

0.128
0. 250
0. 500
1.000
2. 000
4. 000

0.124
0. 272
0. 500
1.002
2. 087
4.128

99. 06
108.02
89.908
100.18
104,36
103.21

57

en el rango de concentraciones estudiado.

me 1,03486
ba -0.0058
r= 0.09902
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CONCENTRACION RECUPERADA (MCG/ML) |
4

0 1 L i i
o 1 2 3 4 5
CONGENTRAGION ADICIONADA (MCG/ML)

m= 0.9111 b= -0.0267 r= 0.99979 r2= 0.99957

FIGURA 7. Valores promedio de concentracién adicionada vs.

concentracion recuperada, de Prazicuantel en plasma.
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CONCENTRACION RECUPERADA {MCG/ML)

0 i 1 1 1
0 1 2 3 4 5
CONCENTRACION ADICIONADA (MCG/ML})

m= 1.0346 b= -0.0058 r= 0.9999 r2= 0.9998

FIGURA 8. Yalores promedio de concentracién adicionada vs.

concentracion recuperada, de Prazicuantel en orina.
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IV.2, 4. - CONCENTRACION MINIMA DETECTABLE.

Al efectuar diluclones de Prazicuantel en el rango de
7.8 2 125 ng/ml en plasma Yy en orina, se encontré que la
concentraciéon minima detectable para ambos casos fue de 31.2
ngs/ml.

En la figura © sa presentan los cromatogramas
correspondientes a la concentracidn minima detectable, en ambos

fluidos biolégicos.

IV.2.8.- SELECTIVIDAD.

En la figura 10 se presenta un cromatograma tipico de
una rmuestra plasmitica conteniendo Prazicuantel y un blanco
plasmdtico sin farmaco, en el cual se observa que no existen

interferencias para la determinacidn del Prazicuantel,

En la figura 11 se presenta un cromatograma tipico de
una muestra de orina con Prazicuantel y un blanco de orina sin
farmaco en el cual no se observan interferencias que afecten la

determinacién del Prazicuantel.

ale]
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FIGURA 9. Cromatogramas de concentracion minima detectable de

Prazicuantel on plasma €31.2 ng/ml2CA> y en orina ¢31.2 ng/mlyCBY
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IV.2.6.- TOLERANCIA DEL METODO.

En la tabla XIII <se presentan los porcentajes de
extraccidén al utilizar diferentes proporciones de fase movil,

tanto en plasma como en orina.

Se inyectaron muestras en diferentes columnas, Yy se
observd que el porciento de extraccion era semejante, por lo que

el método analitico resulta tolerable al cambio de columnas.

Se cbservé que al aumentar la proporcién de agua en la
fase movil, el tiempo de retencién del Prazicuantel aumentaba y el
plco se observaba mas achatado, pero fue necesario utilizar wna
fase movil con un 45% de acetonitrilo y un 55X de agua para evitar
que los componentes de los fluidos blolégicos interfirieran en el

andlisis.
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Tabla X111, Influencia de 1a fase movil en la
cuantificacién de Prazicuantel en fluidos biolégicos.
a) Influencia de la fase movil en el porciento de extracclién

del Prazicuantel en muestras de plasma.

ProporciigN::;zgase movil % de extracecisn
40: 60 77.44
48: 55 B87.49
80: 50 67.76
55: 45 73.18
801 40 77.10

b) Influencia de la fase movil en el porciento de

extraccién del Prazicuantel en muestras de orina.

Proporci:::\"j;z‘f,ase movil X de extraccién
40: 60 79.16
45: 88 75.18
803 50 77.02
59: 45 75.37
00: 40 76.07

Se observa una mayor recuperacién en la fase movil ACN/Hz0
45155 en plasma y los plcos a pesar de cobservarse algo achatados
no presentaban coleos con esta fase en plasma ni en orina , por lo
cual fue la utilizada en este estudio.

Al efectuar estos anilisis no se utilizé estandar interno por
lo cual es posible que los porcentajes de recuperacidén en la orina

se hayan visto disminuidos.
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IV.2.7.- ESTABILIDAD.
En la tabla XIV. se muestran los resultados de
estabilidad para muestras plasmiaticas y de orina, a -10°C

Ccongelaciond y 3°C (refrigeraciénd.

Tabla XIV.~- Estabilidad de 1las muestras, en refrigeracién

¢3° © y en congelacién (-10° ©.

a) Estabilidad en muestras plasmaticas.

Conc. X de extraccidn
Cugsmld inlcial semana 1 semana 3

R 0.1258 100. 48 a7.78 72.93

E 0.128 03.24 80.78 85%. 29

F 4. 000 az. 65 06, 44 72.13

R 4.000 04.57 a7.30 73.33

c 0.128 100. 45 72.02

[ 0.128 83. 24 84.15

N 4. 000 92,68 68.94

G 4.000 04.57 71.82

b) Estabilidad en muestras de orina.
Conc. X de_exiraccion
€ pgsmld inicialY 1 2 3 4

R 0.125 BS5. 56 85. 00 86. 09 88. 81 70. 79
E 0.125 77.19 82. 88 a87.81 88,07 71.190
F 4. 000 83.34 88.77 88. 85 87.12 06. 28
R 4,000 B2.78 88. 62 78. 36 8s8.70 87.21
c 0,125 85. 56 - 79.77 56.37 -
o] 0.125 77.19 78.79 76.98 65.35 42.95
N 4.000 83.34 72.73 74.79 53,87 14.85
G 4. 000 82.78 74.34 74.78 62. 67 16.69
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CAPITULO V
ANALISIS DE RESULTADOS



Considerando que el Prazicuantel es un farmaco de gran
eficacia, que no ha sido extensamente estudiado y que existen en
la literatura pocos reportes de métodos analiticos para
cuantificar este farmaco en fluidos biloldgicos, en el presente
trabajo se desarrolléd un mdtodo sencillo y rapido para la

cuantificacién de este fiarmaco tanto en plasma como en orina.
A continuacién se analizan los resultados obtenidos de la

validacién del método analitico.

V.1, YALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA

CUANTIFICACION DE PRAZICUANTEL EN PLASMA.

Y.1.1. LINEARIDAD.

El método presentd una linearidad satisfactoria <Ctabla
1), ya que los valores de los coeficientes de correlacién fueron
mayores a 0.80 y los coeficientes de determinaclén fueron mayores

a 0.98 y los valores de interceptos se acercaron a cero.

Con el fin de determinar si existen diferencias entre las
pendientes se procedié a calcular el coefiente de variacidn,
encontrandose que el valor fue de 0.87X, lo que indica que no

existen diferencias entre las mismas,

&7



Asl mismo Se prepararon algunas curvas patrén sin estandar
interno encontrandose que la linearidad era tamblen adecuada, por
lo que sl no se cuenta con el estandar interno, es posible

utilizar el método.

V.1.2. REPETIBILIDAD.

De acuerdo a los resultados presentados en las tablas
111, IVy VYV, se observa que los valores de coeficientes de
variacién se encuentran entre 1,80 y 9,74 X por 1o que el método
analitico es repetible en plasma, tanto en un dia como en dias

diferentes,

Con el fin de establecer las fuentes de variacién del método
y dado que el mismo fué desarrollado por un solo analista, se
efectud un analisis de varianza CANADEVA) por &2 vias con un
criterio de clasificacién utilizando los resultados obtenidos en

la tablas I1I, IV y V. Los resultados se presentan en la tabla XV.
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Tabla XY.~ Anilisis de varianza de dos vias para evaluar 1la
repetibllidad del método analitico para la cuantificlén de

Prazicuantel en plasma.

Fuente de grados de suma de media de F F
variacién libertad cuadrados cuadrados calculadaj 0.05
Curva 2 613, 35 308.68 6.16 16.04
(4]
Dia 3 149.35 40.78 2.44 3,59
[4)) |
Error 30 613.22 20.44
CEd>
Total 35 1378.902
(% 9]

Ropetibilidad del método analiticosm + (MCed*“ % = = C20.44>'72

Repetibilidad del métode analitico en plasmas * 4.5211.

De acuerdo & los valores de F calculados se observa que no
existen diferencias significativas tanto entre curvas como entre
dias, por lo que el método es repetible.

V.1.3. EXACTITUD.
Al calcular el coeficiente de variacion total para cada
dia, se encontré que los valores fueron de 7.78 b4 6,31
respectivamente. Los coeficientes de variacion obtenidos indican

que el método es lo suficientemente preciso para realizar estudios
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blofarmaceuticos y farmacocinéticos ya que se encuentra dentro de
los limites de aceptacién Ccoeficlente de variacldon estandar £

10%), en las concentraclones trabajadas €(0.125 a 4.0 megs/mld.

Con respecto a la figura 7, en la que se graficé 1la
concentraciédn adicionada vs. concentracién recuperada, se puede
observar que el coeficlente de determinacién es mayor a 0.88, y el
intercepto es aproximadamente O, por. lo que cumple con los
criterios de linearidad. Asi mismo dado que la pendiente tiene el
valor de aproximadamente 1.0, ‘por lo tanto 1la extracclén del

Prazicuantel utilizando este método es buena.

¥.1.4. CONCENTRACION MINIMA DETECTABLE.

Con el criterio de obtener una respuesta de 2 veces ol
nivel del ruldo del sistema cromatogriafico se encontrd que en
Plasma la concentracién minima detectable de Prazicuantel es de
31.2 ngr/ml. En estudios previos de farmacocinética (¢39) se ha
demostrado que los niveles de Prazicuantel en plasma se encuentran
en el rango estudiado €0.048 - 1.319 pgs/ml), por lo que el método
puede ser utilizado en este tipo de estudios.

V.1.5. SELECTIVIDAD.

Al comparar los cromatogramas de plasma sin fArmaco vy
conteniendo Prazicuantel (Figura 10), se puede observar que la
selectividad del mftodo es buena ya due no se registran

componentes del plasma que interfieran em el anislisis.



Para el desarrollo del trabajo no fue posible conseguir
los metabolitos del Prazicuantel. De acuerdo a los datos de la
literatura se han ldentificado 17 metabolitos hidroxilados (&0).
Considerando gue los metabolitos son mas polares que el
Prazicuantel, es probable que los mismos no interfieran en el

analisis.,

V.1.6. TOLERANCIA DEL METODO.

Dado que al inyectar las muestras plasmaticas en
columnas diferentes, los poarcentajes de recuperacién fueron

semejantes; el método tolera el cambio de columnas.

Los valores de porciento de extraccion obtenidos al
variar la fase movil (Tabla XII) indican que con la mezcla ACMHs/H20

49:858, la recuperacién del farmaco era mayor.

As{ mismo se encontrdé que al disminuir 1la proporcion de
agua dentro de la fase moévil, el tilempo de retencién era mas corto
Yy los plcos se acercaban mucho a los de los componentes enddgenos

del plasma, por lo que no es recomendable variar la fase movil.

V.1.7. ESTABILIDAD.
Para determinar 1la estabilidad del Prazicuantel eon

plasma, CTabla XIV), sc¢ efectud un analisis de varianza (Tabla
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XVI> para obtener un intervalo de confianza y un factor . I

promedlio, para cada condiciénstiempos y determinar si  se cumpian

con los criterios.

Tabla XVI. Analisis de varlanza para el intervale de
confianza para cada condicidntiempors en de estabilidad de

Prazicuantel en plasma.

Inicial R 1" %gemana R 3" %semana ¢ 3" %semana
¥ 5. 23 5. 358 78, 92 74.18
s® | 12.73 10,853 30,27 46.20
sp* 7.78 17.33 10.84
1c ~6.19 a 6.89 |~20.03 a -8.50{-31.43 a -10.73
- as® s as?
Varianza ponderada sp > = 2 >

2Cc+1)>

Intervalo de confianza IC = ¢yt + yo) % t" ¥ sp® czrm



Tabla XVII. Calculo del factor I en el Analisis de varianza
para cada condiciséns/tiempors en estabilidad de Prazicuantel en

plasma.

Factor R17° R 39¢ c 3"°%semana
Is 97. 34 72. 60 71.70
I2 07. 368 01, 47 90.28
Ia 104. 09 77.85 74.19
I« 102. 80 77.854 75.63
; 100. 42 79.87 77.94

De acuerdo a las especificaciones, la muestra es estable en
condicicnes de refrigeracisén durante 1 semana ya que el I.C.
incluye el valor de cero y el valor de la media de I se encuentra
dentro del rango del 90 al 110X, que son los criterios
establecidos para fluidos bloldégicos. La muestra no es estable en
refrigeracién por mas de 1 semana, ya que no se cumplen con los

requisitos.

Con respecto a las condiciones de congelaclén, es necesario
hacer un mayor ntmerc de estudios, ya que las muestras no
resultaron ser estables, esto puede deberse a que bajo estas
condiciones los componentes plasmaticos se precipitan Y
probablemente el Prazicuantel sea retenido Junto con los mismos y
de esta manera al pasar por el cartucho sep-pak la concentracion

se vea disminuida sin que probablemente afecte al farmaco.
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V.2. VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION
DE PRAZICUANTEL EN ORINA.

V.2:1. LINEARIDAD.

Los resultados presentados en la tabla 1I, indican que
el método utilizado en la cuantificacién de Prazicuantel en orina,
es lineal en el intervalo de concentracliones estudiadas (€0.125 a
4.0 pugr/ml), con un coeficliente de correlacién promedio de 0.998890
y un valor de r?= 0.0908. Con el fin de determinar si existian

‘diferencias entre las pendientes se obtuvo su coeficiente de
variacidén, encontrandose un valor de 3.6X. De acuerdo a este valor
no existen diferencias entre las pendientes; ademas de que el
valor promedio del intercepto es muy cercano a cero.

Asi mismo se prepararon muestras sin el estandar interno

encontrandose una buena linearidad.

V.2.2. REPETIBILIDAD.

En las tablas VI y VII, se puede observar que los
ceoeficientes de variacidén son bajos (10X), por lo que el método
se considera repetible en el rango de concentraciones estudiado
€0.128 a 4.0 ugsmld y es preciso para utilizarlo en los estudios

para los cuales fué desarrollado.
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Para definir 1las fuentes de variacidn del m&todo
analitico en su repetibilidad, se obtuvo el coeficiente de
variacién total para cada dia, en base a las tablas VI y VII vy
dado que el método fue desarrollade por un solo analista, se
procedic a realizar un Analisls de varianza (Tabla XVYIII), tomando

en cuenta los resultados obtenidos en las tablas VI y VII.

Tabla XVIIY. Analisis de varianza de 2 vias para evaluar la
repetibilidad del método analitico para cuantificar Prazicuantel

en orina.

Fuente de grados de suma de madia de F F
variacion libertad cuadrados cuadrados calculadaj 0.05
Curva 2 446.16 223.08 5.69 16,04
w
Dia 3 6,03 2.01 0.051 3. 59
(4]
Error 30
1178.76 39.19
<Ed
Total
33 16097.28
(4% p]

Repetibilidad del método analitico = * (MCed™? = ¢308.10>'%

Repetibilidad del método analitico en orina= * 6.2602.

De los resultados presentados en la tabla XVIII se encontré
que no existen diferencias significativas, ya que los valores
tetdricos son mayores a los calculados; por lo que el metodo

analitico es repetible tanto en 1 dia como en diferentes dias,
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¥.2.3. EXACTITUD.

Ya que los coeficientes de variacién presentados en la
Tabla X son menores al 10%, el método para cuantificar el

Prazicuantel en orina es exacto.

En 1a figura 8 se observa tamblen 1la 1linearidad del
método analitico donde el coeficiente de determinpacién r° es
0.0098 > 0,98, el intercepto es aproximadamente igual a cerc y el
valor de la pendiente de 1.03486, por lo que cumplen los criterios

de linearidad.

V. 2. 4. CONCENTRACION MINIMA DETECTABLE.

Tomando en cuenta que la concentracidén minima detectable
es el valor del ruido del sistema cromatografico multiplicado por
2, se encontré que este valor para el maétodo desarrollado en orina
es de 31.2 ng/ml, lo que lo hace Gtil en estudios urinarios ya que
los niveles encontrados en orina generalmente son mas altos que

los de plasma.

V.2.5. SELECTIVIDAD.

La selectividad del método analitico en orina esta de

acuerdo a los requerimentos ya que como se observa en la figura 11
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no existen componentes de la orina que .lnt.erfieran en el analisis de

Prazicuantel en orina.

V.2.6. TOLERANCIA.

Ya que la recuperacién del Prazicuantel en orina se
mantiene constante al utilizar diferentes columnas, el método es

tolerante al cambio de columhas.

En la figura XIII se muestra la tolerancia del método al
camblo de la fase movil. Dado que los porcientos de recuperacidén
son semejantes a los obtenidoes al usar la fase movil con 1la cual
se validéd el método CACN/H20 48:55), una variacion en la
proporcién de la fase movil, no interfiere grandemente en el

analisis,.

¥.2.7. ESTABILIDAD.

Para verificar la estabilidad del Prazicuantel en orina,
se realizd un anidlisis de varlanza para obtener un intervalo de
confianza y un factor I para cada condicidén/tiempormuestra,
tomando los resultados obtenidos en la tabla XIY. Los resultados

se presentan en la Tabla XIX y XX.
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Tabla XIX. Resultados del cilculo del intervalo d

del factor 1 para cada condiciénstiempo  en el: estudio de’

estabilidad del Prazicuantel en orina.

Intcial| R 1% rR2°% R A" R 4"¢
¥ B2.22 85. 49 as, 20 86. 68 68. 87
s | 12.88 6.20 22.08 2.76 6.18
sp? 5,28 11,50 5.15 &.29
1c ~2.1 a 8.8 | -5.0 a 10.9] ~0.8 a 9.7 | -10 a -7.5
Factor | R 17° R 29, R 3" %semana | R 4" °semana

I o8, 38 100. 82 103. 80 82. 74

Iz 108, 08 113. 37 110.21 p2.23

Is 102,92 106. 81 104.54 74.73

Ie 107.08 94.66 103.83 a1.19

1 104. 08 103.82 108,82 83.02

En base a los resultados obtenidos del anAlisis estadistica
CTabla XIX) se encontré que las muestras de arina son estables en
condiciones de refrigeracién por 3 semanas ya que sus intervalos
de caonfianza incluyen el valor de cero como lo establecen los
requarimwntos 3y los valores medios del factor I cumplen con el
criterio del 90 al 110X para fluldos biologicos, lo cual indica
que las puestras de orina pueden guardarse hasta 3 semanas maximo

antes de realizar su analisis.
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Tabla XX.

del factor

I para

cada

FSTA TESIS No DEBE
S&LIR BE LA BIBLIOTECGA

Resultados del calculo del intervalo de confinza y

condicilénstiempo

estabilidad del Prazicuantel en orina.

en el

estudio de

Intciall € 1" %semanal ¢ 2"%semana| € 3"%semana}l ¢ 4" %semana
; az.a22 75.29 76.58 850.857 24. 83
s? 12.08 g.88 5,850 28,58 247.10
sp® 7.51 6. 08 41,26 250.78
Ic ~«0.53 a 0.53 -11 a 0.12| -38 a 7.65 -g98 a -20
Factor | C 1" %semana | C 2%°semana | ¢ 3" c at®

Is - 93. 23 03,88 -

Iz 102.76 00.73 84. 66 55,64

Ia 87.27 88.74 ©4.64 17.82

I 89. 80 90.34 75.71 20.16

; 93.05 a3.26 72.72 31.21

Al efectuar el analisis para los valores de porciento de
extracecién obtenidos en el estudio de muestras mantenidas en
congelacién en la la tabla XX, se observa que la muestra es

estable bajo estas condiciones por solo 2 semanas,
4ta no cumplen con los requisitos establecidos.

condiciones de congelacidn se esperaria una mayor

las muestras;

los resultados encontrados

en este

A pesar de que

tabajo

yYa que la 3ra y

en

estabilidad de

pueden

explicarse tomando en cuenta que en condiciones de congelacioén los

componentes de la orina formaban un precipitado en el cual

haber

estado {incluido

e

1 Prazicuantel

79

originando
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recuperacién disminuyera. Se requiere un mayor nGmero de  estudios

de estabilidad del Prazicuantel en orina ya que los resultados no

fueron los esperados.

V.3, COMPARACION ENTRE EL TRATAMIENTC DE HMUESTRAS PLASMATICAS
Y DE ORINA.

Debido a las caracteristicas individuales de los fluldos
bioldgicos manejadas en el transcurso de este tabajo, se
encontraron algunas diferencias que es importante considerar para
el tratamiento de las muestiras,

Se observaron mayores problemas en el manejo de muestras
plasmaticas que en las de orina, debido a que el plasma es un
liguide de mayor viscosidad que la orina y esto ocaciona problemas
de gran cantidad de espuma al agliar las muestras ¥y al pasarlas a

través del cartucho k. Esta

p-pak.

P dificulta pipetear la

muestra con exactitud,

Para ambos fluidos se presenta el problema de
precipltacidén de componentes del fluldo cuando este no se utilliza
inmediatamante, lo que se considera que es el factor que Iinfluyd

en los estudios de estabilidad y por lo que no se obtuvieron

resultados semejantes a los reportados en la literatura. (6 (S5O

El Prazicuantel se cuantificd en ambos fluidos

bioléglicos por alturas debido 3 que el plco se observa coleada en

algunas ocasiones y esto origina variacliones en los resultados.

Debido a gque el trabajo fue realizado por un solo

analista no se determiné el parametro de reproducibllidad.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES



De los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede

concluir que el método analitico desarrollado resulto ser:

-~ Lineal, tanto en plasma como en orina, en el rango de
concentraciones de 0.125 a 4.0 pugs/ml que son  los niveles
encontrados en paclentes, bajo tratamiento con S0 mgrskg de
Prazicuantel.

= Repetible tanto en un dia como en varios dias cuando el estudio
lo realiza un solo analista, esto aplica tanto a plasma como a
orina.

- Exacto en el rango de concentraciones de 0.128 a 4.0 ugrsml tanto
en plasma como en orlna.

- Sensible ya que tantoe para plasma como para orina la
concentracién minima detectable es de 31.2 ngs/ml.

- Selectivo, tomando en cuenta que no se presentaron
interferencias del fluide que alteraran el estudio.

- Tolerante al cambio de columnas ¥y a la variacién de la fase

movil en el caso de orina.
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Las ventajas del método sons

Sencillo ya que no requiere de un tratamiento complicado de
las muestras.

Rapido. Se puede trabajar hasta un promedio de 30 muestras

diarias.

En base a los paraAmetros antes menclonados y con los cuales
cuenta el método desarrollado se puede recomendar el uso del mismo
para estudios de farmacocinética, biodisponibilidad y

toxcicidad.
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