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CAPITULO 1. INTRODUCCION 

1.1 Planteamiento del Problema. 

La Plrazlnamlda {PZA) es un fármaco ampliamente ulilizado en el tratamiento de la tuberculosis 

pulmonar, recienlcmcnto ha sido agregada al esquema lradlclonal de trnlmnicnto en los casos de 

Meningitis Tuberculosa (20). 

Aunque las asociaciones de antlfimlcos se han estudiado en dlferenlcs partes del mundo, la toxicidad 

elevada que muestran hacen necesario determinar la terapia más eficaz y menos rlesgosa, por ello se 

considera necesario que debo establecerse un estudio rigurosa de los niveles en fluidos biológicos lo 

cual permitirá complementar y establecer criterios de decisión Junto con las observaciones cllnicas. 

Existen repm1es en la literatura que lndicnn que la administración de la PZA a una dosis corregida por 

el peso corporal prodllce concentraciones séricas que varían mucho de un Individuo a otro, 

aparentemente por la capacidad de absorción muy especifica en cada individuo. (6). 

Asf mismo, se ha demostrado que las concentraciones séricas de PZA difieren seglm se administre 

sota o asociada con otros fármacos, lo cual ha sldn explicado mediante una modificación en la 

absorción lnlcsllnal de la PZA. (1). 

En México, la luberculosls es considerada como una enfermedad de salud pública, debido a la 

oseases de servicios sanitoaslstenciales y bajos niveles generales de vida, lo cual no permite que 

exista una erradicación del problema alm a pesar do las campañas de medicina preventiva realizadas 

por las lnslilucloncs de salud. (7). 

Un atto porcentaje de mue1tes ocurridas en México en las últimas dócadas, es debido a 

enfermedades lníccclosas, la evolución que la tuberculosis ha tenido en nuestro pafs disminuyó de 



16.3 a 6.9 % en diez años y un promedio anual de 4.5 %. (3) En 1982 rallecleron 6524 pcrsonns de 

tuberculosis de las cuales 925 eran menores de 15 ai\os, representando el 1.5 % del total de las 

defunciones registradas en el pafs, ocupando la tuberculosis el cuarto lugar en mortéllidad. En 1963 

representó el 1.5 % del totéll de muertes y décimo cuarto como causa de derunclón, con una taza de 

9.3 por 100 mil hab\lantes. En ese año, las tasas de defunciones por tubcrculosls (por 100 mll 

habitantes) so dcblnron a tuberculosis cxtrapulmonar: aparato respiratorio 6. 15 %; meninges y 

sistema nervioso central 0.44, miliar 0.48; Intestinal, genitourinario, de airas órg;mos y ósea 0.23 % 

(3) 

Las entidades fcdcralivas con mayor tasa de mo1talldad son: Baja California Norte, Veracruz, 

Chihuahua, Coahulla y Chiapas. (7) 

A partir de 1983 se calcula que en los próximos diez ai\os si no se llevan a r.abo los métodos de 

control de la tuberculosis, 1 o a 40 millones de individuos contraerán el padecimiento y docenas a 

miles fallecerán por meningitis tuberculosa. (7) 

Por lo anteriormente expuesto, la vlgllancla de los niveles de PZA en fluidos biológicos permitirá 

complementar y establecer criterios de decisión junto con las observaciones cllnicas. 

1.2 Objelivos. 

- Suplementar métodos prua la cua11lificación de PZA en plasma apropiados a las posibilidades 

económicas de un hospilai. 

- Los métodos seleccionados fueron por Espectrorotometrfa y por Cromalografla de Uquidos de alta 

resolución (ClAR). 
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1.3 Hipótesis. 

Los métodcis analltlcos desarrollados: Espcctrofotomctrra y Cromatografla liquida de alta resolución 

serán útiles para erectuar estudios de Farmacoclnétlca clfnlc:-1 y de Monitoreo terapéU!ico en 

pacientes bajo tratamiento con este férmaco. (Ha). 

Los métodos anaHticos desarrollados, anteriormente mencionados no serén úlllcs para los fines 

deseados. (Ha). 



CAPITULO 2. ANTECEDENTES 

2.1 Monografla de la Plrazlnamlda (PZA). 

Nombre genérico : Plrazlnamlda. 

Nombres comerciales : - Bmccopiral. 

- Eprnzin. 

-Tcbrazld. 

- Unlyplranamida. 

-Zinamida. 

Fónnula desarrollada : 

C
ll)cO-NH2 

11 
• PlílAZINAMIOA 

Peso molecular : 123.11 

Descripción : Polvo blanco cristalino, inodoro e Insípido. 

Extracción : La Plrazlnamlda (PZA) puede extraerse a par1ir de una solución ácida (pH 4.2) o 

alcalina ccn adición de una mezcla de los solvenles dielilóler y dlcloromelano (3:2) (4,6) 

Proplodades Espectrales : Especlro de Absorción ullravlolela: La PZA presenla su máxima 

absorción a una longitud de onda de 268 nm. 

Estabilidad : La Plrazlnamida es una fármaco relatlvamcute estable a temperatura ambi.enle. 

Se reccmlenda guardarlo y almacenarlo en recipientes bien cerrados y prolegldos de la 

húrnedad. 
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2.2 Farmacologla. 

2.2.1. Anteccdcnlcs Históricos. 

La PZA fut! descubierta a principios de la década de los 50 por KUSNER como resultado de la 

búsqueda de un derivado de le nlcollnamlda que presenlara aclivldad antituberculosa y que no fuera 

tóxico. (14) 

Se establecieron !res pcrfodos caraclerfslicos en la historia de la plrazlnamlda (25). 

(1) Estudios Iniciales (1952-1959) con reservas acerca de su uso debido a la toxicidad, ya que 

reportes sobre la terapia de la PZA en infecciones tuberculosas en animales, mostraron resullados 

poco alenladores, por lo cual se decide abandonar su uso. 

(2) El uso de la PZA como fánnaco de segunda elección (1958-1970) en el tratarnlcnlo de 

casos crónicos resistentes a la isoniaclda y cstreplomlclna (1). 

(3) El empico en estudios cllnlcos en tratamientos de corta duración (1971-1980) (6). 

Finalmente, en este último periodo en el que se renueva el Interés por la PZA, donde estudios en la 

clínica Indican que la PZA juega un papel relevante en la terapia de corta duración en combinación 

con Rlfamplcina e lsonlaclda (20). 

En la actualidad ha cobrado Importancia partlculanncnte en Europa donde las pruebas cllnicas han 

demostrado su ulilidad como agenle en el tratamiento de esta enfermedad, por lo que ahora es 

considerada el tercer ránnaco más importante en la quimioterapia de la tuberculosis (3). 



2.2.2. Mecanismo de acción. 

Poco se conoce sobre los mecanismos de acción de la PZA. Se ha propueslo la siguiente hlpólesls 

para explicar su aclivldad anlfmfcobacloriana. 

La hipótesis mas común y evidente, es la que propone que el medio endocelular écldo activa a Ja 

plrazlnamida. McDcrrnotl y col. demostraron que la actividad Inhibitoria ln-vitro se lncremenlaba 

conslderablemenle cuando el pH del medio de culllvo se reducla a pH 5.5. Dado a que el pH que 

circunda los monocilos es de 4.7, esto podrla lnnuir en las concenlrac/ones del Ión H+, que puede 

lnlcrvenlr en factores de Ionización de la molócula, modificándola estructuralmente produciendo un 

metabolilo que conserva la actividad de la PZA (16, 18). 

2.2.3. Usos Terapéuticos. 

La plrazlnarnlda se emplea tanto en nhios como en adultos, (ya sea sola o combinada con olros 

fármacos) para el tralamlento de corta duración de la luberculc.sls pulmonar. Otras Indicaciones 

incluyen su uso en el tratamfenlo de Menlngills Tuberculosa y olrat afecciones tuberculosas (19). 

2.2.4. Niveles Terapéuticos y Dosis. 

En general el erecto terapéutico se obliene cuando las concentrnclones plasmáticas se encuentran 

arriba de 45 µg/ml, aunque existen variaciones debidas al sexo, edad, estado de enrermedad, etc. 

(11). 

6 



La plrazlnamida penetra rápJdamcmtc la barrera hcmalocncerálica y se obtienen concentraciones de 

50 µg/ml. en liquido ceralom1quldco después de 5 horas de ser adminlslrado el medicamento (3 g.) 

(23) 

Se ha reportado que el Acido Pirazlnólco, metabolilo de la PZA también es aclivo y contribuye al 

erecto terapóutlco (25). 

Los estudios farnmcocinólicos de la pirazlnarnlda son escasos, esla situación hace que los reglmcncs 

de dosificación sean inadecuados. Los estudios microblolóulcos reali7.ados para eslablccer 

dosifJcacloncs a través del parámetro de conccnlraclones mínimas lnhibllorias prescnlan bajas 

sensibilidades y no cxlslc ninguna correlación con los resultados obtenidos en la clfnica. La PZA es 

acllva a dlíerentes niveles lfsularcs, debido a su biotransforrnación en productos más activos (23). 

El esquema posológlco aprobado por el Cuadro Básico del Seclor Salud es de hasta 7 meses de 

. duración. Administración de una toma al día de acuerdo a lo slgulcnlc : 

Fase Intensiva; Administración oral de 2 g, del medicamento de lunes a sábado, duranle 3 meses (60 

dosis). 

Fase de Mantenimiento : Administración del medicamento 2 vece!. por semana, durante 4 meses (30 

dosis) (21). 

2.2.5. Reacciones Adversas. 

Las reacciones adversas más frecuentes son : 

Hepalotoxicldad : El principal erecto dcsravorable de la plrazinamlda se prcsenla sobro la runclón 

hepática. Estas variaciones sintornatológlcas anormales de la función hepática pueden presentarse 

con leves fiebres, anorexia, Indisposición, sensibilidad en el hfgaclo, hcpalomcgalla y esplenomegalia 



y reacciones clfnlcamenle más serias como la Ictericia y en raros casos se presenta atrofia fuhnlnanlc 

y aguda hasta la muerte. Los rangos de Incidencia de hcpatotoxlcldad van del 2 al 20 % • 

Generalmenle las alias dosis (59 ~glml.) darán como resullado unn alla Incidencia de hcpaloloxlcldad 

(8). 

Sistema Hematopoyátlco : Trombocilopenla, anemia sldcroblástlca, concentraciones de prolomblna 

disminuidas (8). 

Slslema Digestivo: Náuseas, vómilos y dolores epigástricos (15). 

Piel : Urticaria, pnjrito, eritema prurigénito y fotosensibilldad (2). 

Sistema Urinario : Allcraclones renales, alteración en los niveles de transmnlnasas, elevación del 

ácido úrico que llega a conducir a la producción de artralgia (2). 

Otros Slntomas : Son alteraciones auditivas, psfqulcas, neurológicas, slndrome gripal y albuminuria 

transitoria. Parte do los erectos adversos se atribuyen a la adminislración de dosis muy allas y a su 

rápida y fácil absorción por el tubo gaslrolnlestlnal, asl como al melabolilo (ácido plrazinófco) que es 

la forma acliva de la PZA (24). 

2.2.6. Precauciones. 

Los exámenes de pretratamlenlo deben Incluir: 

A).· Prueba de susceptibilidad in-vilro de cepas resistentes de Mycobaclcrium lubercufosls . 



B).· Pruebas de función hopállca : Especialmcnlc en detcnnlnacloncs de lransmninasas plrl1vicas 

glutamalo y lransamlnasa glulámlco oxalacótlca (AST-ALn antes y cada dos a cuatro sc1mmas 

durante la terapia. 

La PZA deberá ulill?.mse con precaución en pacientes con historial de gola, diabetes mellitus, 

deficiencias renales o hepálicas y en niños pequei\os. No debe usarse en pacientes con dai\o 

hepállco severo. 

2.2.7. Toxlcidnd. 

La intoxicación aguda por PZA puede ocasionar fclerlcla, daño hcpAtlco que puede provocar la 

muerte. Tambión pueden presentarse compllcaclones cardforresplralorias, allcrnciones renales que 

conducen a la acumulación de ácido (1rico y producir artralgla (19). 

2.2.B. Interacciones con Antltrmlcos. 

La plrazlnamlda se administra generalmente combinada con lsoniacida y Rlfamplcina. Eslos 

fármacos tienen tres puntos en común, son absorbidos a nivel intestinal, melabolizados en el hfgado y 

excretados principalmente por vfa renal; lo cual hace posible una competencia en los procesos de 

metabolismo, absorción y eliminación. 

cuando se administre la PZA asociada con la lsonlaclda (INH) hay una notable disminución en los 

niveles plasmállcos, ésta en relación a cuando se administra sola ; sin embargo se presenta un 

marcado sinergismo de la actividad de JNH (9}, 

En los casos de asociación con RUamplcina (RIF) se cncuenlra disminución ligera en los niveles 



plasmáticos y en el caso de la PZA asociada con los dos rármacos (lsoniac/da y Riramplclna) la 

concentración plasrnál/ca disminuye nolablemenle. Estas dilerenclas en las conccnlrac!ones 

plasmáticas podrfan explicarse medlanlc una rnodincaclón de la absorción Intestinal (9). 

La PZA en asociación con INH y Estreplomfclna permite oblener una mejor ncgatlvizAción de la 

tuberculosis en comparación con la asociación de INH y RIF (9). 

La PZA también se ha asociado con cfcloscñna y ellonamida, sin embargo la incidencia de loxicldad 

aurncnla nolab/emcnle. 

2.3. Aspectos Farmncocinélicos. 

2.3.1. Vlas de adminlslrnción. 

La principal vla de adminlslraclón de la PZA es la vla oral. No exlsle rormulaclón para la vla 

intravenosa, dada su baja solubilidad en agua. En caso rle usar esta vía, se adrninlslra 

rnorfazinmnlda que es un derivado de la plmzinamida y puede ser usado también por via oral, por 

Infusión (liofilizados) parc11lcralrnenlc e lnlrnpleural (19). 

2.3.2. Absorción. 

A las dos horas de adrnlnlslrar un gramo de plrazinamlda por via oral Ja PZA se absorbe con racilidad 

por vfa gaslroinlcsllnal, dislñbuyéndose por lodo el organismo. La concentración plasmállca del 

medicamento alcanza un máximo de unos 45 µg/ml. después do 15 horas, la concenlraclón de la 

sangre circulante es de 10 µg/ml. 
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2.3.3. Melabollsrno. 

La plrazhmmida es metabollzuda princlpalmnntc por el sistema mlcrosomal hepático. La vfa 

metabóllcn predominante en el hombre es unn dcsaminaclón microsomal cuyo paso es inducir la 

formación del ácido pirazinólco que es el principal melabolito y poslcriormentc la Xantlna-Oxldasa 

Induce la formoclón del ácido 5-011-Pirazlnólco y 5-0H-Pa. 

En menor grado el écido pirazinóico se combina con la Glicina parn formar el ácido plrnzln(irico (13). 

2.3.4. Eliminación. 

La principal vfa de eliminación de la plrazlnamlda y sus melabolltos es por la orina. Se ha encontrado 

que aproximadamente el 65 % de la dosis administrada se elimino por la orina. Se lmn realizado 

dircrcntes estudios con el fin de determinar otras vlas de climlnación posibles de pirazinamida y 

melabolitos y se ha encontrado de 0.8 a 1.2 % del total de la dosis administrada en la bilis de 

animales tratados con el medicamcnlo (1t,13). 

Los valores en porciento de la dosis excretada en orina son : 

PZA = 3.8 % , PA = 36 %, 5-0H-PA = 13.8 % , 5-0H-PZA = 15.4 % 

La vida media de eliminación plasmálica alcanza valores del arelen de 9.8 ± 1.8 horas cuando se 

administran dosis de 1.5 a 3 g. a votunlarios sanos (13). 

Se ha observarlo que aquellos pacientes a los cuales se les administra plrazinamlda y que padecen 

xanlinuria, el ácido 5-hidroxiplrnzinóico no es detectado en la orina, debido a que por la Insuficiencia 
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de producción de xanllna·oxidasa, la plrazlnamida no es dcaminada ni luego oxidada para obtener el 

ácido 5-hldroxiplrazlnólco (27). 

En la figura 1 se presentan los principales mctabolltos de le plrnzlnamlda encontradas en humanos 

(13). 

c:)CO·NH1 

PIRAZINAMIDA 

XANTlllA-OXIOASA 

' ~N'¡ícO-NHz 

HO~n)J 
5-HIOROXIP IR AZIN A MIDA 

-O-E-AM-1-0A_S_A --... 

(
N)coo11 (")co1111~11z 

1 1 COOH 
~ ... .,¿. 

N N 
AC. 2 - PIRAZlllOICO 

XAllTINA-OXIDASA 

~N)· COOll 

HO~N 
AC-5-HIDROXIPIRAZlllOICO 

AC. PIRAZINURICO 

Fig. 1 PRINCIPALES METABOLITOS DE PIRAZINAMIDA EN HUMANOS 

La farmacocinélica de la pirazlmunlda puede describbse de acuerdo a un modulo abicr1o de un 

compartimento (MAUC) con una r.lnélica de eliminación de primer orden (13,23). 
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Tabla 1 

PARAMETROS FARMACOCINETICOS REPORTADOS EN LA LITERATURA (25) 

DOSIS T 1/2 DEPURACION CpMAX TMAX· 
lal lh\ TOTAL (ml/rnin) í&J]L!D!l lh\ 

1500 7.3 ± 2.6 59.7 ± 29.5 41.4 ± 11.5 1.1 ± 0.5 

2000 9.8 ± 1.8 71.0 ± 24.0 40.6 ± 6.4 1 

T MAX = Tiempo para alcanzRr la Cp MAX. 

T 1/2 =Tiempo de vida media. 

Cp MAX = Conccnlración plasmática máxima. 
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2A Prueba do Disolución. 

La prueba de disolución, es uno de los ensayos "IN-VITRO" cunnlilatlvos considerados de mayor 

utilidad pílrn dclenninar la calidad de una ronna farmacéutica. 

La prueba de disolución de la pirazinamida establecida en la USP XXI paro Ja forma farmacéullca de 

tabletns se desr.ribr. íl conlinuaclón. 

En cada uno de los vasos de disolución, colocar 900 mi. de agua como medio de disolución y 

accionar el motor a 50 rpm. durante 45 minutos, a este tiempo tomar una alicuola y filtrarla. Diluir 

con agua, para obtener una concentración aproximada de 1 o pg/rnl. de plrazinamlda. Delermlnar la 

absorbancla de esta solución y de una solución de referencia en agua, conteniendo 1 O i1g/ml. de 

plrazinamida, a una longilt1d de onda de 268 nm. aproximadamente. 

Tolerancia : No menos del 75 % (O) disuelto en 45 minutos (5,22) 

2.5. Caraclcdslicas Fundamentales que debe reunir un Método Analilico. 

Las principales caractorfslicas con las que debe contar un mélodo analítico son : 

1.- Linealidad 

2.- Lfmile de detección 

3.- Precisión y exactitud 

4.- Especificidad 

5.- Especificidad en eslabilidnd 

6.- Tolerancia 

7.- Estabilidad de la muestra 
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2.5.1. Linealidad. 

Es la habilidad de un mótodo analitico pma obtener ensayos los cuales ya sea directa o mediante una 

transformación maternálica bien definida son proporcionales a las concenlraclones del fármaco en las 

muestras, dentro de un intervalo delcrmlnado. 

Se determina por tratamiento matemático de los resullados obtenidos del anállsls de mucslrns con 

concentraciones de rármaco a lo !fugo del rango estipulado. 

El tralmnicnto es el cálculo de una linea de regresión por el método de los mínimos cuadrados, de los 

resultados de prueba conlra las concentraciones del rfirmaco. La pcndlcnlc de la linea de regresión y 

su variación proporciona una medición matemática de linearidad. 

2.5.2. Limite de Detección. 

Este se refiere a la menor canlidad detectable del compuesto de interf!s. El llmlle de delecclón se 

obtiene reduciendo las concentraciones hasta que la mlnlma sena! sea el doble del ruido producido 

por la linea base. 

La serial dadR por el mido indicará el limite Inferior de dclecclón al 95 % de probabllldad. 

2.5.3. Precisión y Exaclllud. 

Precisión es el grado de concordancia entre los resultados de las mediciones individuales obtenidas 

cuando el método se nplica rcpclldamenlc sobre una muestra homogénea. 
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Se realizn un determinado n\Jmero sunclonle de ensayos de una muestra homogéncn, Los anallsls 

Jndependl!?nlr.s de muestras que so han manejado siguiendo el prncntlirnlenlo analflico complclo. Se 

expresa la desviación cstflndnr rclaliva, que es debida al grado de repol/IJilldad del método analfllco 

bajo las condiciones normales de operación. 

Exrtclltud es la ccrcnnla al valor verdadero de los resu/lados obtenidos aplicando el mélodo analllico. 

Rcproducibllldad es la correlación enlrc las mediciones repelidas respecto a variaciones r.n fa 

operación. Tales variaciones radican en que las delcrrninaclones son erecluadt1s por dircrcntes 

analistas, en dircrentcs cr;ulpos, en distintos laboratorios. 

Se debe considerar a la vez, la variabllldad inherente a la adición del estándar en las muestras 

biológicas, ya que en general la adición lnlroducc un error experirnenlal distinto en cada mélodo 

analfllco. 

2.5.4. Especincidnd. 

Es el grado al cual IA medición se debe sólo a la substancia a ser delerminada y no a otros 

componenles que puedan estar presentes en fa mueslra. Es una medida del grado de interferencia. 

2.5.5. Especiricidad en estabilidad. 

Un mélodo analítico posee espccifir.idad en cslabilldad cuando ningún producto de degrndaclón 

Jnlcrtlcrc en el análisis. SI el experimento dcmucslrn que la se'1al anal/lic:a sólo se debe a la 

substancia de Interés, el método será especifico y podrá ser usado como indicador de estnhilidad, en 
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caso contrnrlo se deberá estimar el efecto de lns otras substancias en la sci\al anallllca de lnlerós y 

se evaluará cuando y cuanto podrla Interferir dicho orecto con la scnal. 

2.5.6. Tolerancia del Sistema. 

Indica ol grado en que puede verse arcctado un método analftlco YE! establecido, cuando se presenta 

uno alternclón en una o varias de sus condiciones iniciales (reacilvos, columna, rase móvil, ele.). 

Para cada variable hay que calcular los p;:irfunetros cromatogrftncos y en cada caso cstabl.ccer el 

erecto de la variación. 

2.5.7. Estabilidad de la Muestra. 

Establece las condiciones óptimas de almacenamiento para muestras de fluidos biológicos; ffiedlante · 

la observación de algún cambio fislco o qufmlco bajo las 1:ondlcloncs de almt1cenamlento 

acostumbrado. 
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CAPITULO 111. PARTE EXPERIMENTAL 

3.1 Diagrama de FluJo. 
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3.2 Materlni, Equipo y Reaclivos. 

3.2.1. Material Biológico. 

Plasma Humano donado por pacientes sanos en el banco de sangre. 

3.2.2. Material de Laborotorio. 

Matraz volumétrico : 25, 50, 100, 500 y 1000 mi. 

Pipetas volumétricas: 1, 2, y 10 mi. 

Pipeta graduada de 1 O mi. 

Probela de 1 oo mi. 

Tubos de ensaye de vidrio de 13 x 1 OO. 

3.2.3. Equipo de Laboralorio. 

Agitador magnético (lab·Llne Pyro·Mngncsiir, modelo 1266). 

AglladorVo~cx (Sybron Thermolyne, rnodolo M-126715.). 

Balanza annlltica (Melier, modelo H54-AR). 

Bomba Waters (Miiiipore, modelo M-45). 

Cenlrifuga (Damon/IEC • Division, modelo HN-Sli). 

Cromatógraro de Líquidos {Walcrs Millipore de longitud de onda variable, modelo 481). 

Espectrofotómetro (Beckman, modelo DU-68). 

lniegrador Waters (Millipore, modelo 745-B). 

Mlcrojeringa para crornalogrnfia de liquidas (Microlilcr, H~millon, modelo 810). 
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3.2.4. Rcaclivos. 

Acldo perclórlco (grado reaclivo) (J. T. Oaker) 

Agua deslllada y delonlzada. 

Alopurlnol. (donado amnblemenle por los laboralorlos MAVI, S.A. PRODUCTOS). 

Fosfalo de polaslo monobásico (rcacllvo analillco) (J. T. Baker). 

Fosfato de sodio dillfü;ico, dodccahidralado (reactivo annlltico) (J. T. Baker). 

Lenlejas de hidróxido de sodio (reaclivo nnallllco) (J. T. Baker). 

Melanol (grado HPLC) (Malllnckrodll). 

Nitropruslato de sodio (reactivo analitico) (dondado amablemente por los laboralorios de qufmlca 

orgánica de le Facullad ele Oulmlca Unidad de Posgrado de la U.N.A.M.). 

Plrazlnamlda (donada amablemente por los laboraloños FISONS DE MEXICO, S.A. DE C.V.). 

3.2.4.1. Preparación de Reactivos. 

SOLUCION DE ACIDO PERCLORICO 0.7 M.Tomar una allcuota de 2.5 mi. de ;leido perclórico y 

colocar en un mRtraz de 25 mi. que conlicne una pequci'la canlldad de agua, poslcriorrnente aforar al 

volumen. 

SOLUCION DE HIDROXIDO DE SODIO 1 M. Pesar 20 gramos de lenlejas de hidróxido de sodio, y 

aforar con agua destilada a 500 mi. 

SOLUCION DE NITROPRUSIATO DE SODIO 1 M. Pesar 100 mg. de nilropruslalo de. sodio y aforar 

con agua destilada a 100 mi. 

SOLUCION ESTANDAR DE PIRAZINAMIDA. Pesar 50 mg. de pirnzinamida, aforar r.on agua 
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destilada a 50 mi, para obtener unr1 concentración nnal de un mlligr.amo (STOCK). 

SOLUCION DE FOSFATO MONOBASICO DE POTASIO 0.02 M. Pesar 1.136 g. de fosfolo 

monobáslco de polaslo y nforar con ngua dclonlzada a un volumen de 500 mi. (Solución A). 

SOLUCION DE FOSFATO DE SODIO DODECAHIDRATADO 0.02 M. Pesar 3.581 g. de fosfato 

dlbásico de sodio dodecahldrntado y aforar con agua dcionlzada a un volumen de 500 mi. (Solución 

B). 

SOLUCION DE FASE MOVIL DE FOSFATOS. Mezclar 20 mi. de sol11cló11 A con 80 mi. de la solución 

B. Una vez mezclada medir 98 mi. y adlcionnr 2 mi. de metano! gr"ado HPLC (Fosfalo - Melanol 98 : 

2). 

3.3 Melodologla. 

3.3.1. Curvas Patrón. 

Cuiva do Calibración para el Método Espcctroro1omélrico. 

Para la curva de calibración de pirazinamida erecluar diluciones a partir de una solución stock 

conteniendo una conr.cntrnción de 1000 µg/rnl, de ella lomar 15 mi y aforar a un volllmcn dÓ 100 mi 

quedando una concenlrnción finnl de 150 pg/mf en solución acuosa o en plasma, para oblener la 

conccnlraclón de 100 pg/ml tomar 5 mi. del stock y diluir can 50 mi. Para una concentración fln<1I de 

50 pg/rnl se debe lomar 5 mi de la solución stock y aforar con 100 mi en solución acuosa o en 

plasma; ésta solución será denominada como solución e ya qu<? a pmlir de ella se obtendrá el 

slgulenle punto de la curva de calibración, asl pues tomar 25 mi de la solución e y arorar a un 

volumen de 50 mi quedando como concentración finnl 25 pg/ml. Pora la Ultima concenlración de la 
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curva tomar 0.50 mi de la solución stock y Morar n 50 mi de plasma o agua dando una conccnlrnción 

de 10 pg/ mi. 

En la tabla 2 se puede observar el proccdimicntc efectuado. 

TABLA2 

CURVA PATRON PARA ESPECTROFOTOMETRIA 

SOLUCION STOCK AFORO CON PLASMA CONCENTRACION FINAL 
VOLUMEN (mi) O SOLUCION ACUOSA ( g/ml) 

(mi) 

----15--- ----1o0--- ----------1so 

s so 100 

5 100 so 
____ (Sol.f)__ 

2S so 20 
_(loma,9!' de Sol.C) 

o.s so 10 

NOTA: La curva debe realizarse tanlo en plasma como en solución acuosa. 
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Curia de Calibración para el Método Cromalo'1ráfico. 

Para la curva de calibroclón de prrazinamlda preparar las siguientes concentraciones a parlir de una 

solución stock conteniendo una concentración de 1000 µg/ml. 

Tomar 1 mi de la solución stock y aforar con 10 mi para dar una concentración final de 100 µg/ml. 

Para obtener el siguiente punto de 60 pg/ml, tornar o.a mi de la solución stock y aforar con 10 mi de 

agu o plasma, para obtener 40 µg/ml de conccntrnclón final tomar 0.4 mi de la solución stock y aforar 

a .10 mi de plasma o agua, ast mismo parn la concentración siguiente de 20 ¡1g/ml tomar una allcuota 

de 0.2 rnl a par1ir del slock y arorar a 10 mi y por último la concentración de 10 será obtenida 

tomando 0.1 mi y aforando a 20 mi con agun o plasmn. 

En la tabla 3 se muestra de forma tabular el procedimiento efectuado.· 

TABLA3 

CURVA PATRON PARA CROMATOGRAFIA 

SOLUCION STOCK AFORO CON PLASMA CONCENTRACION FINAL 
VOLUMEN (mi) O SOLUCION ACUOSA ( g/ml) 

(mi) 

1.0 10 100 

------
O.B 10 BO 

0.4 10 40 

0.2 10 20 

0.1 10 10 

NOTA : La crnva debe realizarse tanto en plasma corno en solución acuosa. 
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3.3.2. Validación de los Mélodos. 

Los par~mctros ulillzados para validar tos métodos (cromatogré.n~o y espcclrofotornélrico) fueron: 

linealidad, lhnite de dclccción, precisión y cxaclltud, especificidad en estabilidad, tolerancia y 

estabilidad de la muestra. 

En cuanto a la LINEALIDAD, preparar tres curvas e concentracioni:s de 10, 25, 50, 100 y 150 µgfml 

en diferentes dlas pnra el mótodo cspectrofolométrico, lanlo en soluclón acuosn, como en plasma; y 

de 10, 20, 40, 80 y 100 µg por mi en diforentes dlas para el método cromatogrMlco, tanto en solución 

acuosa como en plasma, can el propósito de determinar si los valoras de absorbanclas o medición de 

alturas de dlchns concentraciones presenlan un comportamicnlo linual. 

Oc los dalos obtenidos, calcular el intercepto, pendiente y coeficiente de correlación. 

Determinar la concentración mínima dcteclable prepnrando diluciones en plasma y solución acuosa 

de PZA, a concenlrnciones do 0.1, 0.2, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, O.B, 0.9, y 10 µo por mi ulilizando el mélodo 

de anéllsls. 

Para evaluar la PRECISION, prepamr !res curvas patrón a concentraciones de 10, 25, 50, 100 y 150 

pglml (mélodo espcclrofolomél<ico) y 10, 20, 40, BO y 100 µglml (mélodo cromalográílco) y hacer 

repeticiones en diferentes c1ías. 

De los dalos calcular la absorbancla promedio, allurns promedio, dusviación estándar y el cocfíclcnte 

de variaC'.lón en porcicnlo para cada una de las concentraciones. 

Determinar la EXACTITUD calculando el rendilnienlo de extracción a partir de los dalos obtenidos de 

las lrcs curvas de callbración, en solución, en relación a las de plasma. 
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Evaluar la ESPECIFICIDAD hnclendo un "pool" de plasma, al cual se le adlclonrm diferentes 

fármacos, con el fin de observar si después de adicionar dichos rfirmacos existe nllcraclón. Los 

ftmnacos a adicionar son: lsonlaclda y Rlfarnplclnn. 

Evaluar la ESPECIFICIDAD EN ESTABILIDAD Y ESTABILIDAD DE LA MUESTRA, para observar si 

dospuós de ahm1cenar la muestra en diferentes condiciones : medio ambiente, refrigeración y 

congelación existen productos de dcgraclnción biológicos ( protcfnns plasmáticas degradadas o 

dcgradnclón del producto mismo) que pueden Intervenir con la cuanlificación de la PZA. 

Realizar la evaluación preparando mucstrns en soluclón y plasma a concentraciones de 50 pg/ml. El 

proceso de extracción efectuarlo en los días 1, 7, 10, 15 y 30, después de almacenada la muestra. 

Calcular la TOLERANCIA DEL SISTEMA; utiliznndo diferentes columnas (C18 cchonosphere) asl 

como difercnles valores de pH y proporciones de fase móvil. Proceder a disminuir y aumentar la 

longitud de onda a partir del rango csl<ihlccida (258 nm); asl como el flujo y volumen de Inyección. 

3.4 Procesamiento de la Muestra (Método Espcctrofo\omélrico). 

A 1 mi de cada uno de los puntos de la curva, añadir 1 mi de Acldo pcrclórico 0.7 M para prccipilar 

protcfnas, agilar y centrifugar durante 15 minutos a 3000 r.p.rn., en caso de que después de 

centrifugar queden pmtlculas, agitar y centrifugar nuevamente; en caso contrnrlo scpnrar la fase 

acuosa y proceder a alcnlinlzar las muestras con 1 mi de solución de hidróxido do sodio 1 M., agitar y 

adicionar 1 mi de 5olución de nllroprusiato de sodio (reactivo de color), mezclar bien. 

Dejar en reposo durante un lapso de 1 o minutos para desarrollar por coinpleto el complejo colorido. 

Leer las mucslras a una longllud de 506 nm. 

25 



3.5 Procesamiento de la Muestra (Método Cromalogrflfico). 

Tomar un mllilitro de plasma y añadir 1 mi de ócído pordñrico 0.7 M, ngitar durnnto 10 minutos en un 

vo1tex, centrifugar por 10 mhmlos a 1500 r.p.rn. Tomar la fas1J ncuosa superior y neutralizar con 

solución de hidróxido de sodio 1 M. Agitnr e Inyectar una allcuoln de 100 mlcrolitros en el 

cromatógraro. 

3.5.1. Condiciones Cromalogréficas. 

Columna: longitud 30 cm, diámetro externo 4.6 mm. 

Fase es\acionarfa: Echonosphere C16, lamaño de partfcula 5 mlcrns. Alllech. 

Fase móvil: Mezcla de solución amo1tlguadora de fosfatos - metano! (98:2 v/v). 

Flujo : 1.2 ml/mln. 

Velocidad de Carta : 0.25 cm/mln. 
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSIONES 

4.1 Resultados. 

VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS. 

LINEALIDAD DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO PAHA LA CUANTIFICACION DE 

PIRAZINAMIDA EN SOLUCION ACUOSA Y PLASMA. 

En las Tablas 1 y 11 se muestran los rcsu\lm.Jos de las absorfmtlcias obtenidas en el rango de 

concentraciones de 1 O a 150 i1glml de plrazinamida en solución, así como el coeficiente de variación 

en por ciento (0.23433 - 0.74493 y O • 0.5084 de un día y otro). ~íédiante un análisis de regresión 

lineal promedio se obtuvo la ecuación de una linea recta con pcndmntc (m) de 0.008092, inlcrccplo 

(b) de -0.00974833, y 1111 c.:oeficicntc de correlación (r) de 0.99~98 en un dla y en r.I otro una 

pendiente de 0.008067, de intercepto ·0.00385 y de cncnclcnte de correlación de 0.99998. Las 

gréficas correspondientes se indican en las Flg. 1y11. 

En las Tablas 111 y IV se presentan los coeficientes de varinción en porcicnlo obtenidos en dos días 

diferentes (O - 9.0329923 y 1.2414 - 6.8879956) en el Intervalo de c1ncentracior10s de 1 O - 150 µg/mí 

de pirazinamida en plasma. Mediante un análisis de regresión, se obtuvo la ecuación de una linea 

recta con pendiente (m) de 0.006332. intercepto (b) de 0.0100225 y un coeficiente de correlación (r) 

de 0.9964136 en un día y en er otro una pendiente de 0.0059732. Intercepto de 0.0230630 y un 

coeficiente de correlación de 0.99896. 

En las gráficas No. 111 y IV, se muestra la relación lineal entre los V[1lores de las canccntrnciones y el 

promedio de las absorbanclas. 



PORCENTAJE DE RECUPERACION. La tabla V muestra el porcentaje de recuperación de 

plrazlnamída en plasma, que rué do BS.J1 % de un din y do otro 82.29 %. 

EXACTITUD. La propiedad dol método de proporcionar resultados cuanlitalivos, lo más cercanos al 

valor real sn demoslró estadí~licamentc a partir de los datos del parce ni aje de recuperación promedio 

(85.J1 ± J.02) y dolermlnanrlo el Intervalo de connanza al 95 %. Los valores oblenidos se encuentran 

en la Tabla V. 

PRECISION. De los datos oblcnidos se calculó la desviación eslándar y el coenclcntc de variación en 

por ciento para cada una de las concentraciones Tablas 1, 11, 111 y IV. 

LIMITE DE DETECCION. Teniendo presento que este se doíinc como la menor cantidad detectable 

del compuesto por analizar que puede medirse respecto a la señal provocada, al ir reduciendo las 

concentraciones los resultados Indicaron que el delectar no discrimina a concenlraclones menores de 

1 o µg/ml, registrándose una rcspuesla en forma de línea recta a par1ir de esta conccnlración. 

ESPECIFICIDAD EN ESTABILIDAD Y ESTABILIDAD DE LA MUESTRA. En la Tabla VI se presentan 

Jos resultados obtenidos preparando soluciones de PZA a concentraciones de 50 µg/ml bajo 

diferentes condiciones de almacenamiento. 

TOLERANCIA DEL SISTEMA. Se ulillzaron diferenles volúmenes de solución de hidróxido de sodio 

variando el pH, observando sí se desarrollaba o no el complejo de color. 

ESPECIFICIDAD DEL METODO. Se realizaron pruebas con otros medicamentos anllflmlcos como 

Rlfamplcina e lsonlacida a concentraciones de 50 µg/ml en solución acuosa y en plasma. La serlal del 

espectrofotómetro no dló mucslra alguna de Interferencias, ya que no forman complejo colorido ni 
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dan lectura a la long/lud de onda de 506 nm. 

LINEARIDAD DEL METODO DE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION. Los 

resultados acerca de la llncaridad del método se presentan en las tablas VII y VIII, donde se muestran 

los valores de las alturas asl como el lnlcrccplo, pendiente y correlación de 6 curvas patrón de PZA 

tanto en plasma corno en solución acuosa. En las fig. V, VI, VII, y VIII se Indica la representación 

gráfica de los resultados obtenidos. 

CONCENTRACION MINIMÁ DETECTABLE. Teniendo presente que el llmile de detección se define 

como la menor cantidad delectable del compuesto por analizar que puedo medirse respecto a la señal 

provocada por el rufdo, al Ir reduciendo las concentraciones, los resullados lndic.1ron que el detector 

no discrimlnabn abajo de los 10 µg/ml, reglstrflndosc en el cromatograma una respuesta en forma de 

línea recta Ogual a la linea base) por abajo de ésa concentración. 

PRECISION. Los resultados oblenidos acerca de la Precisión del método so encuentran en las Tablas 

No. VII, VIII, IX y X, tanlo en soluclón acuosa como en plasma. 

EXACTITUD. En las Tablas No. XI y XII se muestran los resultados del rendirnlenlo de extracción, 

calculado a partir de los dalos oblenidos al procesar las tres curvas patrón (lanto en plasma como en 

solución acuosa) de un dia y otro, ulilizadas para la evaluación de la linealidad del método. 

ESPECIFICIDAD. Se evaluó preparando unas muestras de plasma a las cuales se les adicionaron 

dirercntes fármacos. Los rármacos adicionados fueron la Ritamplcina e lsoniacida. En la Fig .. IX se 

presentan los cromatograrnas llplcos en los cuales no se observan lnter1erenclas. 
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ESPECIFICIDAD EN ESTABILIDAD Y LA ESTABILIDAD DE LA MUESTRA. Los resultados oblenldos 

al vmiar las condiciones ambientales Tabl<1 XIII, y condiciones cromatográricas para conocer la 

Tolerancia del Sistema, se pueden resumir de la siguiente rorma : 

a)- DETECTOR. 

LONGITUD DE ONDA, MENOR DE 268 nm, (250 nm) se obtuvo una selial del pico, y ruido en la 

linea base, lo cual provocarla una mala cuantificación en muestras a concentración menor. 

LONGITUD DE ONDA MAYOR DE 268 nm, (268 nm) se enconlró menor selial del pico de 

plrazlnmnlda, lo cual también impido cuanlificar adecuadamente conccnlrnciones menores. 

b)· COLUMNA. 

En columnas diíercntes de Echonosphcrc C18 no hay variación de la resoluclón de los picos. 

c)- FASE MOVIL. 

Al variar la proporción Buffer - Melanol, no hay modificación en cuanto a la resolución y tiempo de 

retención del pico, lo cual indica que puede modificarse en los limites amplios (± 1 O mi). 

Al variar el pH de la fase móvil lo que ocasiona es una alleraclón en el tiempo de retención, a pH 

ácido menor tiempo de relenclón, mientras que a pH básico mayor tiempo de retención. 

d)· FLUJO. 

Al aumentar éste la resolución sigue siendo buena. 
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e)- VOLUMEN INYECTADO. 

Se puede aumentar el volumen de Inyección hasta 200 mlcrolltros y con ello la metodologla es mejor. 

Se puede ullllzar un volumen mfnlmo de 15 mlcrolitros y es de esperarse que si se Incrementa éste 

volumen la eficiencia es mejor lo cual es una ventaja considerando que el rármaco puede ser 

moniloreado. 
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TABlAI. 

RESULTADOS DE VAUDACION DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA lA CUANTIFICACION 
DE PIRAZINAMIDA EN SOLUCION (1er. dia) 

VALORES DE ABSORBANCIAS EN SOLUCION 

CONC (mcg/mij 1 
1 

2 
1 

3 
1 

MEDIA 
1 

D.S. 
1 

%C.V. 

10 0.07301 0.0120¡ 0.0120¡ 0.07231 0.0004¡ 0.6517 

25 0.19901 0.19901 0.2000¡ 0.19931 0.00041 0.2364 

so 0.40301 0.40301 0.40101 0.40231 0.00091 0.2343 

100 
1 

0.80601 0.80601 o.soso¡ 0.80601 0.0000¡ 0.0000 

' 150 
1 

1.20001 1.2020¡ 1.2200¡ 1.20731 0.00891 0.7449 

CORRElACION ; 1 0.9999/ 0.99991 0.99991 0.99991 

PENDIENTE; 
1 

0.00801 0.00801 0.00811 0.00801 

INTERCEPTO ; 
1 

-0.0021¡ -0.00361 -0.0011¡ -0.00471 
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TABLA U. 

RESULTADOS DE VAUDACION DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA LA CUANTIFICACION 
DE PIRAZINAMIDA EN SOLUCION (2o. dia) 

1 
VALORES DE ABSORBANCIAS EN SOLUCION 

CONC (mcg/ml) 1 1 
1 

2 
1 

3 
1 

MEDIA 
1 

D.S. 
1 

%C.V. 
1 

10 
1 

0.07301 0.07301 0.07301 0.07301 0.00001 0.0000 

25 
1 

0.2000¡ 0.20001 0.20001 0.20001 0.00001 0.0000 

so 
1 

0.40201 0.40201 0.40201 0.40201 0.00001 0.0000 
1 

100 
1 

o.soso¡ 0.80301 0.80501 0.80431 0.00091 0.1172 

150 
1 

1.2010¡ 1.21401 1.20101 1.20531 0.0061 ¡ 0.5084 

CORRELACION : 1 0.99991 0.99991 0.99971 0.9999 

PENDIENTE: 
1 

0.00801 0.00811 o.oosol 0.0080 

INTERCEPTO : 1 -0.00281 -0.0049) -0.00201 -0.0038 
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TABLAlll. 

RESULTADOS DE VAUDACION DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA LA CUANTIFICACION 
DE PIRAZINAMIDA EN PLASMA (1er. dia) 

¡- - -- - V~Lm1¡:s DE ~SOflBANC[AS EN PLASMA - l 
CONC (mcg/ml) 1 1 

1 
2 

1 
3 

1 
MEDIA 

1 
D.S. 

1 
%C.V. 

10 
1 

0.07501 0.0690 0.07401 0.07261 0.00261 3.6152 

25 
1 

0.13701 0.1350 0.14501 0.1390 0.00431 3.1082 

50 
1 

0.32201 0.4020 0.36101 0.3616 0.03261 9.0329 

100 
1 

0.6012/ 0.62601 0.70301 0.64831 0.04001 6.1712 

150 
1 

0.9420 ! 0.95001 0.95701 0.94961 0.00611 0.6453 
1 

CORRELACION : 1 0.99931 0.99321 0.99641 0.9979 

PENDIENTE: 
1 

0.00621 0.00621 0.00641 0.0063 
1 

INTERCEPTO : 
1 

-0.00041 -0.0172 0.01311 0.0099 
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TABlAJV. 

RESULTADOS DE VAUDACION DELMETODO ESPECTROFOTOMElRICO PARA LA CUANTIFICACION 
DE PIRAZINAMIDA EN PLASMA (2o. dia) 

---VALORES DEABSOABANClÁS E-N PLASMA- -- ---1 
GONG (mcg/ml) 1 1 

1 
2 

1 
3 

1 
MEDIA 

1 
D.S. 

1 
%C.V. 

10 
1 

0.07801 0.06801 0.06801 0.07131 0.0047\ 6.6084 

25 o.1no¡ 0.17201 0.17301 0.17401 0.00211 1.24141 
1 

50 0.31201 0.35701 0.30201 0.32361 0.02391 7.3906 

100 0.65701 0.64201 0.6340, 0.6443, 0.00951 1.4796 

150 
1 

0.9760\ 0.90901 0.82401 0.9030 0.06211 1.4796 

COAAELACION : 0.99951 0.9981 0.99481 0.9989 

PENDIENTE: 0.00791 0.00641 0.00591 0.0059 

INTERCEPTO : 
1 

0.00861 0.02861 0.0317\ 0.023 
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TABLA V. 

RECUPERACION 

PLASMA 1er. DIA 

mcg/ml ADICIONADO mcg/ml RECUPERADO %RECUPERACION 

10 9.710 97.100 

25 18.166 72.664 

50 46.489 92.978 

100 82.968 82.968 

150 121.300 80.866 

PLASMA 2o. DIA 

mcg/ml ADICIONADO mcg/ml RECUPERADO %RECUPERACION 

10 8.668 86.68 

25 21.640 86.56 

50 40.550 81.10 

100 81.066 81.06 

150 113.749 75.83 
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TABLA VI. 

DIA 

1 1 

--<=!' 
7 

10 

15 

30 
1 

ESTABILIDAD DE MUES1RAS DE PIRAZINAMIDA POR EL METODO ESPECTROFOTOMETRICO 
(CONCEN1RACION DE 50 mcg/ml) 

CONDICIONES 

EN SOLUCION ACUOSA 
1 

EN PLASMA 

MEDIO 1 REFRIGE- ¡ CONGELA-¡ 35ºC 45ºC 1 MEDIO 1 REFRIGE-1 CONGELA-¡ 
AMBIEN1E RACION CION AMBIENTE RACION CION 

0.3980 0.3740 0.3840 0.3720 0.3610 0.3520 0.3580 0.3910 

0.5320 0.5510 0.4610 0.5160 0.6980 0.2200 0.4020 0.3900 

0.4220 0.4370 0.4230 0.4340 0.5290 0.1430 0.2620 0.3960 

0.4360 0.4200 0.4300 0.4210 0.4100 0.1670 0.3600 0.3900 

0.4560 0.4160 0.4200 0.4000 0.4000 0.2000 0.4000 0.4100 

41 

35ºC 

1 

45•c 

0.3600 0.3540 

0.3470 0.2590 

0.0800 0.0770 

0.0760 0.0330 

0.0560 0.0000 
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TABLA VII. 

RESULTADOS DE VAUDACION DELMETODO CLAR PARA LA CUANTIFICACION 
DE PIRAZJNAMIDA EN SOLUCION (1er. dia) 

1 
VALORES DE ALTURAS EN SOLUCION 

CONC (mcg/mQ 1 1 
1 

2 
1 

3 
1 

MEDIA 
1 

D.S. 
1 

10 
1 

0.19601 0.19601 0.19501 0.19501 0.00041 

20 
1 

0.35901 0.35401 0.35701 0.35601 0.00201 
1 

40 
1 

0.66601 0.66601 0.66601 0.66601 0.00001 

80 1 1.53701 1.51701 1.50001 1.51801 0.0151 i 
1 

100 
1 

1.86301 1.84001 1.86001 1.85401 O.D102 / 

CORRELACION : 1 0.99821 0.99841 0.99871 0.9985 

PENDIENTE: 
1 

0.01891 0.01871 0.01881 0.0188 

INTERCEPTO : 
1 

-0.02571 -0.02191 -0.02461 -0.0247 

%C.V. 

0.2410 

o.5no 

0.0000 

0.9960 

0.5500 



... 
w 

TABLA VIII. 

RESULTADOS DE VALIDAC\ON DEL METODO CLAR PARA LA CUANTIF\CACION 
DE PIRAZINAMIDA EN SDLUC\ON (2o. dia) 

1 
VALORES DE ALTURAS EN SOLUC\ON 

CONC (mcg/m~ 1 1 
1 

2 
1 

3 
1 

MEDIA 
1 

o.s. 
1 

10 
1 

0.14201 0.14801 0.14601 0.14501 0.00241 

20 
1 

0.32101 0.32601 0.32001 0.32201 0.00261 
1 

40 
1 

0.67901 0.6610¡ 0.69201 0.67701 0.0121¡ 

80 
1 

1.4460, 1.4150¡ 1.41501 1.4250/ 0.01461 

100 
1 

1.66001 1.68501 1.61101 1.65201 0.03071 

CORRELACION : 1 0.99741 0.9991 0.99671 0.998 

PENDIENTE: 
1 

0.01731 O.Q173 I 0.01671 0.0171 

INTERCEPTO : 1 -0.01941 -0.02291 -0.00181 -0.0151 

%C.V. 

1.7200 

0.8150 

1.8770 

1.0250 

1.8600 
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TABLA IX. 

1 

RESULTADOS DE VAUDACION DELMETODO CLAR PARA LA CUANTIFICACION 
DE PIRAZINAMIDA EN PLASMA (1er. dia) 

VALORES DE ALTURAS EN PLASMA 

CONC (mcg/ml) 1 SOLUCION 1 1 
1 

2 
1 

3 
1 

MEDIA 
1 

D.S. 
1 

10 
1 

0.28501 0.27201 0.23301 0.25001 0.25101 0.01951 

20 
1 

0.43301 o.3nol 0.37901 0.41201 0,38901 0.01961 

40 
1 

0.5470 0.52901 0.52901 0.55901 0.53901 0.01731 

80 
1 

1.0000 1.09301 1.00001 1.02801 1.0400 o.04n¡ 

100 
1 

1.2730 1.24601 1.15001 1.24301 1.21301 0.05451 

CORRELACION : 1 0.9950 0.99511 0.99731 0.99851 0.9976 

PENDIENTE: 
1 

0,01061 0.01121 0.01021 0,01081 0.0107 
1 

INTERCEPTO: 
1 

0.1760 0.1399i 0.14551 0,15521 0.1468 
1 

%C.V. 

7.7880 

5.0530 

3.21301 

4,5870 

4.4990 
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TABlAX. 

RESULTADOS DE VAUDACION DELMETODO CLAA PARA LA CUANTIFICACION 
DE PIRAZINAMIDA EN PLASMA (2o. dia) 

VALORES DE ALTURAS EN PLASMA 

CONC (mcg/ml) 1 SOLUCION ¡ 1 
1 

2 i 3 
1 

MEDIA 
1 

D.S. 
1 

10 
1 

0.26801 0.2500¡ 0.2570¡ 0.2110¡ 0.23901 0.02471 

1 
20 

1 
0.4370 ! 0.41601 0.3470¡ 0.35201 0.37001 0.03671 

1 

1 40 
1 

0.54701 0.52101 0.52401 0.52601 0.52601 0.0025i 
1 1 

BO 
1 

1.13601 1.00501 0.98401 1.00001 0.9960 ! 0.01091 

100 
1 

1.27701 1.27701 1.38401 1.2110¡ 1.2900, 0.08731 

CORRELACION : 1 0.99251 0.9945 I 0.99051 0.99911 0.9967 i 
1 

PENDIENTE: 
1 

0.01141 0.01101 0.0121 ! 0.0110¡ 0.01141 
i 

INTERCEPTO : 1 o.1s10¡ 0.1412/ 0.0910¡ 0.10751 0.11371 
1 

%C.V. 

10.3720 

9.9320 

0.9980 

2.1280 

6.7680 
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TABLA XI. 

RECUPERACION 

PLASMA t or. DIA 

CONC. V,g/rnl.) •t g/ml ADICIONADO 1 g/ml. RECUPERADO % g/ml. RECUPERADO 

100 100 97.537 97.537 

80 80 81.256 101.581 

40 40 34.141 85.532 

20 20 20.032 100.150 

10 10 7.052 70,520 
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TABLA XII. 

RECUPEAACION 

PLASMA 2o. DIA 

CONC. (~/mi.) "1 g/ml ADICIONADO. "1 g/ml. RECUPERADO % g/ml. RECUPERADO 

100 100 90.695 90.695 

00 80 72.992 91.240 

40 40 31.906 80.000 

20 20 18.264 91.320 

10 \O 6.811 68.110 
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TABLA XIII. 

ESTABILIDAD DE MUESlRAS DE PIRAZINAMIDA POR EL METODO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA 
DE ALTA RESOLUCION 

CONDICIONES 

EN SOLUCION ACUOSA 
1 

EN PLASMA 
1 

DIA 1 MEDIO REFRIGE- , CONGELA-, MEDIO 1 REFRIGE- , CONGELA-
AMBIENTE RACION CION AMBIENTE RACION CION 

1 0.541 0.535 0.542 0.529 0.525 0.526 

7 0.400 0.542 0.540 0.421 0.526 0.535 

30 . 0.541 0.547 . 0.529 0.525 

NOTA: •NO DETERMINADO, 
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4.2 DISCUSION. 

Se seleccionó el mélodo cspcctroro1omótrico propuesto por Caccla por ser íácil, con un tratamiento 

sencillo y rápido. 

El método desarrollado utilizó: (4) 

1.- Solución de Nilroprusialo de sodio recién preparado que produce un complejo colorido. 

Las muestras van desde un rojo hasta un anaranjado. 

2.- Una longitud de onda de 506 nm, ya que es donde se prcscnla máxima absorción del complejo 

colorido desarrollado. 

3.- El tratamiento de extracción es sencillo y répldo, incluye una precipitación de proteínas con ácido 

pcrclórico 0.7 M, agitación, cenlrlrugnción y alcallnlzaclón de la muestra, oblcniéndose una buena 

limpieza de la muestra. 

El método desarrollado presentó linealidad en el lntcivalo de concentración de 1 O a 150 µglml, con un 

coeficiente de correlación r = 0.9990 en solución acuosa y de 0.9970 en plasma, eslas valores son 

adecuados de acuerda a los crilorias establecidos para la llnearidad de un método. 

La REPETIBILIDAD en diferentes dlas se determinó para evaluar la precisión. 

El mélodo presenta repctibilidad en diferentes dlas, ya que el valor del coeficiente de variación más 

alto es de 6.068 % para una conccnlración de 10 pg/ml en plasma. 

Los valores de los porclcnlos de recuperación, en el Intervalo de 10 a 150 µg/ml Indican que la 

recuperación es buena, consldernndo la gran afinidad de la PZA n las protclnas plasmAlicas. Dado 
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que este valor se encuentra dentro del llmltc accptndo ptira la cuanllfir.aclón de férmncos en nuldos 

biológicos, sr. confilnrn la validez del mlllodo desarrollado 

Para conocer la EXACTITUD del rnlltodo, tos porcientos de recuperación cilRdos con anterioridad, 

rueron sometidos a un análisis de varianza, encontrándose un valor de 0.14754, siendo el valor en 

tablas de 2.00210 p:ua una probabilldad de O.OS, lo cual indica qua no existen diferencias 

estadlslicamcnte significativas por lo quP. el método puede considerarse exacto. 

En cuanto a la ESPECIFICIDAD DE LA MUESTRA, se observa que no existe ninguna Interferencia 

entro el fánnaco analizado que es la PZA y !ns prolcinas plasmñlicas. Así mismo. no existen 

diferencias al adicionar otros antHímlcos: lsoniaclda y Rifmnplclna que son utilizados conjuntamente 

con Plrazinmnida en el tratmnicnto de 1;1 Tul>c1culosis. 

Acerca de la ESTABILIDAD DE U.. MUESTRA, las muestras de plrazinnmida fueron dlmacen<idas y 

posteriormente se evaluriron con el fin de obscivnr su comportamicnlo y ver si se presentaban 

productos de degradación del plasma o del fánnaco, los cuales Impidieran la cunnlific..1ción adecuada 

del mismo. Dicha evaluación se hizo preparando soluciones en plasma y en solución acuosa. 

Las condiciones de almacenamiento de las muestras fueron : 

- Medio Ambiente. 

- Refrigeración. 

- Congelación (O" C - 20" C). 

- Temperatura (35' C • 45° C). 

De acuerdo 0 los resultados se observa. que la pirazlnamidn no presenta degradación en snluclón 

acuosa, sin embargo en plasma hay una degradación del casi SO % en las muestras almacenadas en 

medio ambiente, unn degrndación totnl de la plmzinamlda a los 30 dlas a temperatura de 4S " c y 3S 

" C, mientras qur. l?ll rcrrigeración y congelación se conserva en buen estado. 
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Por lo expucslo nnlcrlormenlc se recomienda almacenar las muestras en congelación, pudiendo asf 

disponer de un lnpsa minirno do un mes para su análisis sin dcgrndación alguna. 

En TOLERANCIA DEL SISTEMA, después de haber efectuado vnrincioncs en los volúmenes de 

hidróxido de sodio agrcoados a I~ muestra para variar el pH de la misma, se observa que a menor 

pH, es decir menores de B, la fonnación del complejo de color se ve arcctado, mientras que a pH más 

alcalino 9 - 14 so desarrolla mejor el complejo colorido. 

Otro mélodo seleccionado rué el de Cromatografía Liquida de Alla Resolución (CLAR), que es un 

mólodo más sensible que el espcctrorotomélrico. 

En ol método CLAR se utilizó : 

1.- Fase móvil, compucsla de mezcla de fosfatos 0.02 M : Melnnol en una proporción 98 :2 (VN). 

2.- Una longitud de onda máxima de 268 nm. 

3.- Unr1 columna de fase reversa C18 cchonosphere Alllcch. 

4.- El tratamiento de limpieza de la muestra Incluyó la precipitación de prolefnas con ácido pc1clórico 

0.7 M., agitación, centrifugación y neulralirnción de la muestra, con ello la muestra presenla mejor 

respuesta y senslbllldad del método. Siendo éste método de limpieza fácil. sencillo y nlpldo en 

comparación a otros reportados. 

Lns caracleríslicos que se evaluaron para validar el método fueron: Llncaridad, Limite de delección, 

Precisión y cxactilud, Espoclncidad, Especificidad en estabilidad, Tolerancia y Estabilidad de la 

mucslra. 
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El método desarrollado p1csent6 buena linealidad en el Intervalo de concentraciones de 10 A 100 µg 

por mi, con 1111 coeficiente de correlación de 0.998 en solución acuosa y de 0.997 en plasma, 

demostrando asl que cumple con lns especificaciones eslablccidns para evaluar la linealidad de un 

mélodo. 

Para la PRECISION se prnpmnron curvas palrón en el lnlcrvalo de concentraciones de 10 a 100 J.Jg 

por mi, haciéndose repeticiones. El método es repetible en diferentes d/as, observándose que el 

cocficlenlc de varinclón mayor es de 10.372 para une concentración de 10 pg/ml en plasma 

Se encontró un valor prorncdlo de recuperación de BB.46 % en el Intervalo de concentración de 1 O a 

100 µg/ml, Indicando con ello que In recuperación o extracción de la muestra es buena. 

En cuanto a la EXACTITUD del método, los porcicnlos de recuperación fueron sometidos a un 

anólisls de varianza, encontrándose un valor de F = 0.29539. Ofldo que el valor en Tablas es de 

2.00210 con una P 0.05 se demuestra que no exlslen dircrcnclas slgniricatlvas, por lo lanlo el método 

propuesto puede consklcrarse exacto. 

En ESPECIFICIDAD DE LA MUESTP.A no se observaron inleñcrcnclas cnlre la PZA y las prolelnas 

plasmáticas, ni con antirrmlcos adicionados : Rlramplcina e lsonlacida, que son los rfmnacos 

administrados conjuntamente con la PZA en el lrntamlcnto de la Tuberculosis. 

Para conocer la ESTABILIDAD DE LA MUESTRA, las mucslras de PZA se evaluaron con el fin de 

observar si después del ahnacenamienlo se presentaban productos de degradación, ya sea del 

plasma o de la PZA , los cuales Impidieran la cuanlificación adecuada de éste úllimo. Dicha 

evahrnclón se hizo preparando dos lipos de grupos uno en plasma y airo en solución acuosa de PZA 

a conccnlracioncs de 50 JJg/ml. 
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Cada uno de éstos grupos rué somelldo a diferentes condiciones de almaccnmnicnlo {modio 

ambiente, congelación y rcrrlgeración). El proceso de cxtrncclón se llevó a cabo del 1 er dla a 7 y :JO 

días. 

La plra1.lrrnmlda permanece cslable lanto en refrigeración como en congelación, por lo cual se 

aconseja almacenarla de prefr.rnncla en congelación teniendo un margen mlnlmo de un mes para su 

análisis. 

Para evaluar la TOLERANCIA DEL SISTEMA se ulllízaron diferentes columnas C18, echonosphere 

marca Alllech asl como difcrcnlcs valores de pH y proporciones de rase móvil. Cuando se utilizaron 

diversas columnas (dos) no existió variación en la resolución de los picos, al variar el pH las muestras 

presentan un Intervalo muy amplio para poder modificar su !lempo de retención, y en cuanto a las 

proporciones de la fase móvil aumenlando o disminuyendo el metanol no existen cambios 

slgniricalivos en las respuestas. 
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CAPITULO V. CONCLUSIOl~ES 

Se desarrollaron dos métodos analillcos para cuantmcar plrnzinamida en plasma : un 

cspcctrofotométrico y un método de cromatograUa lfquida de alta resolución, los cuales cumplen con 

las siguientes caractcrfslicas. 

El método cspcctrofotomélrico es lineal en el Intervalo de conccntrnciones de 1 O a 150 pgfml, con un 

coenclenle de corrclnclón de 0.9990 y un limite lnfr.rior de detección de 5 pglml. 

El mélodo presenta rcpclibilidad, ya que su cocricientc de variación se encuenlra entre 6.6084 y 

0.6453. 

El promedio de recupcrnclón es de 83.78 %, con una dcsviacióó eslándar S = 0.00002 y un 

cocricicntc de variación ºÍo C.V = 4.6180 lo que Indica que el mótodo es exacto. 

El método es especifico en presencia de otros antifimlcos como Riíampicina (RIF) e Jsonlacida 

(INH). 

Las muestras que contienen plraiim1mlda son csl<1blcs en congelación durnnte 30 dlas. SI la muestra 

se almacena en refrigeración se mantiene también cslable por el mismo lapso. 

Este método presenta como vcntaj:i que es de bajo costo, rápido y fácil. 

En base a estas caraclcrislicas; se recomienda el uso de este método para el monilorco de niveles de 

plrazinamida en pacientes en el estado estacionario. 

El método de cromalografia de liquidas de alla resolución es lineal en el intervalo de concentraciones 

de 10 a 100 ~Jg/rnl con un coeficiente do correlación de 0.998 y un llmile de detección Inferior de 2 

µglml. 



El mótodo es rcpclihle, yA que su coeficiente de variación se encuentra entro 10.372 y 0.998. 

El promedio tic rccupcmclón es de 88.468 %, con unn desviación eslfmdRr de S = 0.03209 y un 

porclenlo de cocílclcnlc de variación de 5.5338, por lo que el método es exacto. 

El método es especifico en presencia de otros nntlrlmicos como la Rlfampicina e lsonlacidíl (fármacos 

que se admlnlslnm en la tmnpln pílra el tmtamlcnlo de la tuberculosis). 

Las muestras conteniendo PZA son estables tanlo en refrigeración como en congelación durnnle 30 

dlns. 

El mélodo presenta como venlnjas una fácil extracción, sin embargo ,.s más sensible que el 

espectrofotornétrico, por lo que se recomienda para estudios de farmncocinélica clfnica en pacientes 

bajo trntmnlenlo, y puede ulmzarse para el monltoreo de niveles do PZA en pacientes en eslado 

estacionario. 
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