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CAPITULO 1. INTRODUCCION
1.1 Planteamiento del Problema.

ta Pirazinamida (PZA) es un fArmaco ampliamente wlilizado en el tratamlento de la tuberculosis
pulmonar, recienlemente ha sido agregada al esquema tradicional de {ralarniento en los casos de

Meningitis Tuberculosa {20).

Aunque las asociaciones de anlifimicos se han esludiado en diferenles partes del mundo, la toxicidad
elevada que muestran hacen necesario delerminar la lerapia més eficaz y menos riesgosa, por ello se
considera necesario que debe establecerse un esludio riguroso de los niveles en fluidos bioldgicos lo
cual permilird complementar y establecer criterios de decisién Junlo con las cbservaciones clinicas.
Existen repoiies en ia literatura que indican que la administracién ;ie la PZA a una dosis corregida por
el peso corporal produce concentraciones séricas que varlan mucha de un individue a olro,
aparentemenle por |a capacidad de absorcién muy especifica en cada individuo, (6).

Asi mismo, se ha demostrado que las concentraciones séricas de PZA difieren segiin se administre
sola 0 asociada con otros farmacos, lo cual ha sido explicado mediante una modificacién en ia

absorcién intestinal de la PZA. (1).

En México, la fuberculosis es considerada como una enfermedad de salud ptblica, debido a la
escases de serviclos sanitoasistenciales y bajos niveles generales de vida, lo cual no permile que
exisla una erradicacién del problema adn a pesar de las campaiias de medicina preventiva realizadas

por ias instituciones de salud. (7).

Un alto porcentaje de muertes ocurridas en México en las uditimas ddcadas, es debido a

enfermedades infecciosas, |a evoluclén que la tuberculosis ha lenido en nuestro pais disminuyd de



16.3 a 8.9 % en diez aios y un promedio anual de 4.5 %. (3) En 1982 fallecieron 6524 personas de
tuberculosis de las cuales 925 eran menores de 15 ailos, representando ei 1.5 % del total de las
defunciones registradas en ef pais, ocupando la tuberculosis el cuarlo Jugar en mostalidad. En 1983
representd el 1,5 % del total de muertes y décimo cuafo como causa de defuncién, con una laza de
9.3 por 100 mil habilantes. En ese ailo, las tasas de defunciones por luberculesis (por 100 mil
habitantes) se debieron a tuberculosis extrapulmonar; aparato respiratorio 8.15 %; meainges y
sistema nervioso central 0.44, miliar 0.48; inteslinal, genilourinario, de otros drganos y 6sea 0.23 %
(&)

Las entidades federativas con mayor tasa de moitalidad son: Baja California Norte, Veracruz,
Chihuahua, Coahuila y Chiapas. (7_)

A partir de 1983 se calcula que en los préximos diez afios si no se llevan 8 cabo los métodos de
conlrol de la tuberculosis, 10 a 40 millones de individuos contraerdn el padecimienlo y decenas a

miles falleceran por meningitis tuberculosa, (7}

Por lo anteriormenle expuesto, la vigitancia de los niveles de PZA en fluldos biolGgicos permitird

complementar y establecer criterios de decision Junio con las observaciones clinicas.

1.2 Objetivos.

- Suplemeniar mélodos para la cuantificacién de PZA en plasma apropiados a las posibilldades
gcondmicas de un haspital,
- Los métodos seleccionados fueron por Especirofotometria y por Cromatografia de liquidos de alta

resolucién (CLAR).



1.3 Hipé6tesis.

Los métodos analiticos desarrollados: Espectrofolometria y Cromatografia liquida de alta resolucién
serdn dliles para efecluar estudios de Farmacocinética clinica y de Moniloree terapéutico en
pacienies bajo tratamiento con este fArmaco. (Ha),

Los métodos analiticos desarvollados, ant e ados no serén uliles para los fines

deseados. (Ho).



CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1 Monografia de la Pirazinamida (PZA).

Nombre genérico : Pirazinamida.
Nombres comerciales : - Braccopiral.

- Eprazin,

- Tebrazid,

- Uniypiranamida.

- Zinamida,
Férmula condensada : CgHsN,O
Formula desarrollada @

N -
AL

=
N

. PIRAZINAMIDA

Peso molecular: 123.11

Descripcién : Polvo blanco cristalino, inodoro ¢ insfpido.

Extraccién : La Pirazinamida (PZA) puede extraerse a partir de una solucién 4cida (pH 4.2) o
alcalina con adicidn de una mezcla de (os solventes dieliléler y diclorometano (3:2) (4,6)
Propiadades Espectrales : Espectro de Absarcion ullravicleta: La PZA presenta su maxima
absorcidn a una lengitud de onda de 268 nm.

Estabilidad : La Pirazinamida es una fammaco relativamente estable a temperatura ambiente.
Se recomicnda guardardo y alimacenario en recipientes bien cerrados y protegidos de la

humedad.



2.2 Farmacologia,

2.2.1. Anlecedentes Hisléricos.

La PZA fu¢ descubierla a principios de la década de los 50 por KUSNER como resultade de la
basqueda de un derivado de la nicotinamida que presenlara actividad antituberculosa y que no fuera
téxico. (14)

Se establecleron {res perlodos caracter(sticos en {a historia de la pirazinamida (25).

(1) Estudios iniciales (1952-1959) con reservas acerca de su uso debido a la toxicidad, ya que
repories sobre la lerapia de la PZA en infecciones tuberculosas cn animales, mostraron resullados

poce alentadores, por lo cual se decide abandonar su usa,

(2) El use de la PZA como fdrmaco de segunda eleccién (1958-1970) en el tratamnienlo de

casos crénicos resistentes a la isoniacida y estreptomicina (1),

(3) El empleo en estudios clinicos en iralamientos de corla duracidn (1971-1980) (6).
Finalmente, en este ultimo periodo en e! que se renueva el inlerés por ta PZA, donde estudios en [a
clinica Indican que la PZA juega un papel relevante en la terapia de corta duracién en comblnacién
con Rifampicina e Isoniacida (20).

Enla acluali&ad ha cobrado Importancia particularmente en Europa donde las pruebas clinicas han
demostrado su utilidad como agente en el tratamiento de esla enfermedad, por lo que ahora es

considerada el tercer fArmaco mas importanie en {a quimioterapia e 1a tuberculosis (3).



2.2,2. Mecanismo de accién.

Poco se conoce sobre los mecanismos de accidn de la PZA. Se ha propuesto la siguicnle hipdtesis

para explicar su actividad antimicabacteriana.

La hipétesis mas comun y evidenle, es [a que propone que el medio endocelular 4cido acliva a la
pirazinamida. McDermotl y col. demostraron que la actividad inhibiloria in-vilro se incrementaba
considerablemente cuando el pH del medio de cultive se reducia a pH 5.5. Dado a que el pH que
circunda los monocitos es de 4.7, esle podrla Influir en las concentraciones del i6n H*, que puede
intervenir en faclores de lonizacién de la molécula, modificindola estrucluralmente produciendo un

metaboelito que canserva la aclividad de la PZA (16, 18).
2.2.3. Usos Terapéulicos.
La pirazinamida se emplea tanto en niflos como en adultos, (ya sea sola o combinada con otros
fdrmacos) para el tralamiento de corta duracién de la tuberculesis pulmonar. Ofras indicaciones
incluyen su uso en el fratamiento de Meningitis Tuberculosa y ofras afecciones tuberculosas (19).
2.2.4. Niveles Terapéuticos y Dosis.
£n general el efecto terapéutico se obliene cuando las concenlraciones plasmaéticas se encuentran

arriba de 45 pg/ml, sunque existen variaciones debidas al sexo, edad, estado de enfermedad, elc.

(11).



La pirazinamida penetra ripidamenle [a barrera hematoencelfdlica y se obtienen concentraciones de
50 pg/ml. en liquido cefalorraquideo después de § horas de ser administrado el medicamento (3 g.)
(23)

Se ha reportado que ¢! Acido Firazindico, melabolito de la PZA"también es aclivo y conlribuye al

efecto terapdutico (25).

Los estudios farmacocinélicos de la pirazinamida son escasos, esta situacién hace que los regimenes
de dosificacion sean inadecuados. Los estudios microbiolégicos realizados para eslablecer
dosificaciones a lravés del parAmetro de concentraciones minimas inhibitorias presentan bajas
sensibilidades y no exisle ninguna correlacién con los resullados obtenidos en la clinica. La PZA es

acliva a diferentes niveles tisulares, debido a su biolransformacion en productos mas activos (23).

El esquema posclégico aprobada por el Cuadro Basico del Secter Salud es de hasla 7 meses de
. duracién, Administracién de una toma al dia de acuerdo a lo slgulénle H

Fase lntensiva ;: Administracién oral de 2 g. del medicamento de lunes a sabado, durante 3 meses (60

dosis).

Fase de Mantenimiento : Administracién del medicamento 2 veces por semana, durante 4 meses (30

dosis) (21).

2.2.5, Reacclones Adversas.

Las reacciones adversas mas frecuenies son :
Hepatotoxicidad : El principal efeclo desfavorable de la pirazinamida se presenta sobre fa funcién
hepatica. Estas variaciones sintomaiolégicas anormales de la funcién hepética pueden presentarse

con leves ficbres, anorexia, indisposicién, sensibllidad en el higado, hepalomegalia y esplenomegalia
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¥ reacciones clinicamenlte mas serias como la ictericia y en raros casos se presenta atrofia fulminante

y aguda hasta fa muerte. Los rangos de Incldencia de hepatotoxicidad van del 2 al 20 % .

Generalmente tas allas dosls (§9 pg/ml.) darin como resultado una alta Incidencia de hepatoloxicidad

).

Sistema Hematopoyético : Trombocilopenia, anemila siderobldstica, concentraciones de protombina

disminuidas (8).
Sistema Digestivo : Niuseas, vémitos y dolores epigéstricos (15).
Piel : Urticaria, pnirito, eritema prurigénilo y folosensibilidad (2).

Sistema Urinario : Alleraciones renales, alteracidn en los niveles de Iransaminasas, elevacion del

acido Urico que llicga a conducir a la produccitn de artralgia (2).

Otros Sintomas : Son alleraciones audilivas, psiguicas, neurolégicas, sindrome gripal y albuminuria
{ransitoria. Parle de los efectos adversos se atribuyen a ia administracion de dosis muy allas y a su
rapida y f&cil absorcion por el tubo gasirointestinal, asi como al metabolito (Acido pirazindico) que es

la forma acliva de la PZA (24).

2.2.6. Precauciones.

Los examenes de pretratamiento deben incluir

A).- Prueba de susceplibilidad in-vitro de cepas resistentes de Mycobacterium tuberculesis .



B).- Pruebas de funcién hepélica : Especialmenle en determinaciones de transaminasas pirtvicas
glutamalo y lransaminasa glutdmico oxalacélica (AST-ALT) anlas y cada dos a cuatro seinanas

durante la terapla.

La PZA dcberd ulilizaise con precaucidn en pacientes con historial de gota, diabeles melfiitus,
deficlencias renales o hepdticas y en nilos pequeiios. No debe usarse en pacientes con dailo

hepético severo.

2.2.7. Toxicidad.

La intoxicacién aguda por PZA puede ocasionar iclericia, dafio hepalico que puede provocar la
muerte. También pueden presentarse complicaciones cardiomespiratorias, alleraciones renales que

conducen a la acumulacién de 4cido Urico y producir artralgia (19).
2.2.8. Interacciones con Antilimicos.

La pirazinamida se administra gencralmenie combinada con Isoniacida y Rifampicina. Eslos
farmacos tienen tres punios en comiin, son absorbidos a nivel inleslinal, metabolizados en el higado y
excretados principaimente por via renal; lo cual hace posible uny compelencia en los procesos de

melabolismo, absorcidn y eliminacién.

Cuando se adminisira la PZA asociada can la Isoniacida (INH) hay una notable disminucién en los
niveles plasmdlicos, ésta en relacién a cuando se administra sola ; sin embargo se presenta un
marcado sinergismo de [a actividad de INH (9),

En los casos de asoclacién con Rifampicina (RIF) se encuenlra disminucién ligera en los niveles

9



plasmalicos y en el caso de la PZA asoclada con los dos farmacos (Isoniacida y Rifampicina) |a
concentracién plasméltica disminuye notablemenle. Estas diferencias en las concenlraciones
plasmaticas podrian explicarse mediante una modificacion de la absorcidn intestinal ().

La PZA en asociacién con INH y Eslreplomicina permite oblan.er una mejor negativizacién de la
fuberculosis en comparacién con [a asoeciacion de INH y RIF (9).

La PZA también se ha asociado con cicloserina y etionamida, sin Embargo {a incidencia de loxicidad

aumenta notablemenie.

2.3. Aspeclos Farmacocinéticos.

2.3.1, Vias de adminisiracién,
La_prlnclpal via de administracién de la PZA es {a via oral. No existe formulacién para fa via
intravenosa, dada su baja solubilidad en agua. En caso de usar esla via, se administra
morfazinamida que es un derivado de |a pirazinamida y puede sar usado lambién por via oral, por
Infusién (liofilizades) parenteraimente e intrapleural (19).

2.3.2. Absorcién.

A las dos horas de administrar un gramo de pirazinamida por via oral la PZA se absorbe con facilidad

por via gastroir distribuyénd, por lodo el organismo. La concentraclon plasmatica del
medicamento alcanza un méaximao de unos 45 pg/ml. después de 15 horas, la concentracién de la

sangre circulante es de 10 pg/ml.
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2.3.3. Metabolismo.

hati : fet,

La piraz I es ada pri ente por el mic La via

metabdlica predominante en el hombre es una desaminacién microsamal cuyo paso es inducir la
formaci6n det acido pirazindico que es el principal metabolito y posteriormente ta Xantina-Oxidasa
induce la formacién del 4cido 5-OH-Pirazindico y 5-OH-Pa.

£n menor grado el 4cido pirazinico se combina con la Glicina para formar el &cido pirazindrico (13).

2.3.4. Eliminacién.

La principal via de eliminacién de |a pirazinamida y sus melabolitos es por la erina. Se ha encontrado
que aproximadamenie el 65 % de la dosis administrada se elimina por Ja orina. Se han realizado
diferentes estudios con el fin de determinar otras vias de eliminacién posibles de pirazinamida y
metabolitos y se ha enconlrado de 0.8 a 1.2 % del total de la dosis administrada en la bilis de

animales {ralados con el medicamento (11,13),

Los valores en porciento de Ia dosis excretada en orina son :
PZA=3.8%,PA =36 %, 5-OH-PA=13.8 %, 5-OH-PZA = 154 %

f < m 1

La vida media de elir ion § valores del onlen de 9.8 £ 1.8 haras cuando se

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

Se ha observado que aquellos pacientes a los cuales se les administra pirazinamida y que padecen
xantinuria, el 4cido 5-hidroxipirazindice no es delectado en la orina, debido a que por la insuficiencia

1



de producclén de xantina-oxidasa, la pirazinamida no es deaminada ni lucgo oxidada para obilener el

4cido 5-hidroxipirazinéico (27).

En la figura 1 se presenian los principales metabolilos de la pirnzinamida encontrados eén humanos

(13). ;
N -
SN coon "\ ComHECH,
! DEAMIDASA - COOH
" P ‘Quicina =
N
PIRAZINAMIDA ac.2- pmzmmco AC. PIRAZINURICO
XANTINA- OXIDASA XANTINA-OXIDASA
Y
Y
AR N TA Htaon
| DEAMIDASA » = ]
\ "y
Ho N HO J
5-HIDROXIPIRAZINANIDA AC-5-HIDROXIPIRAZINOICO

Fig. 1 PRINCIPALES METABOLITOS DE PIRAZINAMIDA EN HUMANOS
La farmacocinética de la pirazinamida pucde describisse de acuerdo a un modele abietto de un

compartimento (MAUC) con una cindtica de eliminacién de primer orden (13,23).
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Tabla 1

éARAMETROS FARMACOCINETICOS REPORTADOS EN LA LITERATURA (25)

DOSIS Ti/2 DEPURACION Cp MAX T MAX-
() (h) TOTAL (mifmin) | (A g/mi) {a)]

1500 7326 59.7 + 29.5 414115 1.1 x05
2000 9.8 % 1.8 71.0 £ 24,0 40.6 + 6.4 1

T MAX = Tiempo para alcanzar la Cp MAX,
T 1/2 = Tiempo de vida media.

Cp MAX = Concentracidn plasmatica maxima.
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2.4. Prueba de Disolucién.

La prueba de disolucién, es uno de los ensayos "IN-VITRO™ cuanlitalivos conslderados de mayor
ulilidad para detenminar la calidad de una forma farmacéutica.
La prueba de disolucidn de la pirazinamida establecida en lfa USP XXI para la forma farmacéulica de

tabletas se describe a conlinuacion.

En cada uno de los vasos de disolucién, colocar 800 ml. de agua como medio de disolucién y
accionar el motor a8 50 rpm. durante 45 minules, a este tiempo tomar una alicuota y filtrarla. Diluir
con agua, para oblener una concentracion aproximada de 10 pg/mi. de pirazinamida. Delerminar fa
absorbancia de esta solucién y de una solucién de referencla en agua, conleniendo 10 pg/ml. de

pirazinamida, a una longilud de onda de 268 nm. aproximadamente.

Tolerancla : No menos del 75 % (Q) disuelto en 45 minutos (5,22)

2.5, Caracteristicas Fundamenlales que debe reunir un Método Analitico,

Las principales caracterislicas con las que debe contar un método analilico son :
1.~ Linealidad

2.-  Limite de deteccién

3.-  Precisién y exactitud

4.  Especificidad

5.-  Especificidad en estabilidad

6.-  Tolerancia

7.-  Estabilidad de [a muestra




2.5.1. Linecalidad.

Es la habilidad de un método analitico para oblener ensayos los cuales ya sea directa o medianle una
transformacién malemélica hien definida son proporclonales a las cancenlraclones del farmaco en las
muesiras, dentro de un intervalo determinado, v

Se determina por tralamiento malematico de los resullados oblenides det analisis de muestras con
concenlraciones de fArmaco a 1o largo del rango estipulado,

El tratamiento es el calculo de una linea de regresién por el método de los minimos cuadrados, de los
resultados de prueba conlra las concenlraciones de! fdrmaco. La pendiente de Ia linea de regresién y

su variacién proporciona una medicién matemética de linearidad.

2,5,2, Limile de Deteccién.

Este se refiere a la menor canlidad deleclable del compuesto de interés. El limile de deleccitn se
obliene reduciendo las concentraciones hasta que fa minima seital sea el doble del ruido producide
por la linea base.

La seital dada por el ruido indicara el limite inferior de deteccién at 95 % de probabilidad.
2.5.3. Precisién y Exactitud,
Precision es ef grado de concordancia entre los resultados de las mediciones individuales oblenidas

cuando el mélodo se aplica repetidamente sobre una muesira homogénea.
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Se realiza un delerminado nimera suficiente de ensayos de una muestra homogénea, Los analisis
independientes de muestras que se han manejado siguiendo el procadimiento analllico completo. Se
expresa |a desviacién estandar relativa, que es debida al grado de repetibilidad det método analitico

bajo las condiciones normales de operacién.

Exactitud es la cereanin al valor verdadero de los resullados obtenidos aplicando el método analitico.

Reproducibilidad es la correlacién enlre las mediclones repelidas respeclo a variaciones en [a
operacién. Tales variaciones radican en que las delerminaclones son efecluadas por diferentes
analistas, en dilerentes equipas, en distinlos labaralorios.

Se debe conslderar a la vez, la variabilidad inherente a {a adicion del estandar en las muestras
biolégicas, ya que en general la adicidn introduce un error experimental distinto en cada método

analitico.

2.5.4. Especificidad.

Es el grado al cual la medicidn se debe solo a la substancia a ser delerminada y no a otras

componentes que puedan estar presentes en [a muestra, Es una medida del grade de inlerferencia,

2.5.5, Especificidad en estabilidad.

Un método analilico posee especificidad en estabilidad cuando ningdn producto de degradacisn

interfiere en el andlisis. Si el experimento demuestra que fa senal analitica sélo se debe a la

substancia e inlerés, el mélodo serd especifico y podra ser usado como indicador de estabilidad, en

16



caso conlrario se deberd estimar el efecte de las olras substancias en 1a seifal analilica de interés y

se evaluara cuando y cuanto podria Interferir dicho efecto con 1a sefial.

2.5.8. Tolerancia del Sislema.

Indica ef grado en gue puede verse afeclado un métado analitico ya establecide, cuando se presenta
uns alleracién en una o varias de sus condiciones iniciales (reactivos, columna, {ase mévil, elc).
Para cada variable hay que calcular los pardmelros cromatogréficos y en cada caso establecer el

efeclo de la variacion.

2.5.7. Estabilidad de la Muestra,
Establece las condiciones 6ptimas de almacenamiento para muestiras de fluidos biolégicos; medianle

la observacién de algin cambio fisico o quimico bajo las condiciones de almacenamiento

acoslumbrado.

17



CAPITULO Il PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Diagrama de Fluja.

[ Stock pinsion |

[ Slock plasma 1 Finsimn 1ol ]
Ac. percléilco 0.7 M 0.5 ml.
[ Plasma 1 ml. 1 L L 0 }
- [ L RN O L o m——
[ Ac. parclorico 0.7 M 1 ml, ]
Existin
{ Agilat, 10 s6g. ] particlas
/

l [4 1500 1,910 min. ~ 1

[ ]
[ Tomar alicyota (a5e superior 1 [ ]

v Agregat igachve dn celor |,

[ Neutralizar con 0.2 il de sosa 1 M ] [ Aateg ]

[ Agilar y reposar 10 tnin. |

Inyect alfcuata da 100 mcl At cramatdgrafo | ”
I Leer a 596 nm. ]



3.2 Malerial, Equipo y Reaclivos.

3.2.1. Material Bioldgico.

Piasma Humano donado por pacienies sanos en el banco de sangre.
3.2.2, Material de Laboratorio.

Matraz voluméltrico : 25, 50, 100, 500 y 1006 mi.

Pipetas volumélricas : 1,2,y 10 ml.

Pipeta graduada de 10 mi.

Probela de 106 ml.

Tubos de eénsaye de vidrio de 13 x 100,

3.2.3. Equipo de Laboratorio.

Agitador

gnético (Lab-Line Pyso-A ir, macielo 1266},

Agitador Vortex (Sybron Thermolyne, modelo M-126715.).

Balanza analilica (Meller, maodelo H54-AR).

Bomba Walers (Millipore, modelo M-45).

Cenlsifuga {Damon/IEC - Division, modelo HN-SII).

Cromalégrafo de Liquidos {Walers Millipore de longitud de onda variable, modelo 481),
Espcclr::folémelro {Beckman, modelo DU-68).

Inlegrador Waters (Miilipore, modele 745-B),

Microjeringa para cramalografia de liquidos (Microfiter, Hamilton, madelo 810).



3.2.4. Reaclivos.

Acido pereldrico (grado reactivo) (J. T, Baker)

Agua deslilada y delonizada.

Alopurinol. (donade amablemente por los laboratarios MAV), S.A. PRODUCTOS).

Fosfato de polaslo monobasico {reactive analitico) (J. T. Baker),

Fosfalo de sodio dibdsico, dodecahidralade (reaclivo analitica) (J. T. Baker).

Lentejas de hidréxido de sodie (reactivo analllice) (J. T, Baker).

Metanol (grade HPLC) (Mallinckrodlt).

Nitroprusiato de sodio (reactlvo analitico) (dondado amablernente por fos laboratorios de quimica
orgénica de la Faculiad de Quimica Unidad de Posgrado de ta U.N.AM.).

Pirazinamida (donada amablemente por los laboratorios FISONS DE MEXICO, S.A. DE C.V.).
3.2.4.1. Preparacion de Reaclivos.

SOLUCION DE ACIDO PERCLORICO 0.7 M.Tomar una alicuota de 2,5 ml, de &cido perclérico y

colocar en un matraz de 25 mi. que conliene una pequeiia canlidad de agua, posieriormenie aforar al

volumen.

SOLUCION DE HIDROXIOO DE SODIO 1 M. Pesar 20 gramos de lentejas de hidréxido de sodio, y

aforar con agua destilada a 500 ml.

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

con agua destilada a 100 ml.

SOLUCION ESTANDAR DE PIRAZINAMIDA. Pesar 50 mg. de pirazinamida, aforar con agua
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deslitada a 50 ml, para oblener una concentracién final de un miligraimo (STOCK).

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

monabdsico de potasio y aforar can agua deionizada a un volumen de 500 ml. (Solucidn A).

SOLUCION DE FOSFATO DE SODIO DODECAHIDRATADO 0,02 M, Pesar 3.581 g. de. fosfalo
dibdsico de sodio dodecahidratado y aforar con agua deionizada a un volumen de 500 ml. (Solucion

B).

SOLUCION DE FASE MOVIL DE FOSFATOS. Mezclar 20 mi. de solucidn A con 80 ml. de la solucién
B. Una vez mezclada medir 98 ml. y adicionar 2 mi. de metanol grado HPLC (Fosfalo - Metanol 98 :

2).
3.3 Metodologia.

3.3.1. Curvas Patrdn.

Curva de Calibracién para el Mélodo Espectrofotomélrico.

Para la curva de calibracién de pirazinamida efectuar diluclones a parlir de una solucion stock
conteniendo una concentracién de 1000 pg/ml, de ella tomar 15 mi y aforar a un volimen dg 100 m!
quedands una concenlracion final de 150 pg/mi en solucidn acuosa o en plasma, para oblener la
concentracién de 100 pg/ml tomar 5 ml. del stock y diluir con 50 ml. Para una concenlracion final de
50 pg/ml se debe tomar 5 ml de la solucion stock y aforar con 100 mi en solucién acuosa o en
plasma; ésla solucidn serd denominada como solucién C ya que a parlir de ella se oblendrd el
siguiente punto de la curva de calibracién, asi pues tomar 25 ml de la solucién C y aforar a un
volumen de 50 m! quedando como concentracion final 25 pg/ml. IPara ia dllima concentracién de la
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curva tomar 0.50 mi de la solucidn slock y aforar a 50 ml de plasma o agua dando una conceniracién
de 10 pg/ ml,

En la tabla 2 se pucde observar el procedimieate efecluado.

TABLA 2 |

CURVA PATRON PARA ESPECTROFOTOMETRIA

SOLUCION STOCK AFORQ CON PLASMA CONGENTRACION FINAL *‘
VOLUMEN (ml) 0O SOLUCION ACUOSA { g/mi) i
. {ml) ;

15 100 '_ 150

s 50 100

S 100 50

(Sol. C)
: 25 . 50 20
{tomado de Sol.C)
0.8 50 10

NOTA : La curva debe realizarse tanto en plasma como en solucién acuosa.
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Curva de Calibracién para el Mélodo Cromatoegrifico.

Para fa curva de calibracién de pirazinamida preparar las siguientes conceniraciones a partlir de una
solucitn stock conleniendo una concentracién de 1000 pg/ml.

Tomar 1 ml de la solucién slock y aforar con 10 mi para dar una concentracion final de 100 py/ml.
Para obtener el siguiente punio de 80 pg/ml, tomar 0.8 ml de la solucién stock y aforar con 10 i de
agu o plasma, para oblener 40 pg/ml de concentracidn finat tomar 0.4 mi de ia soluci6n stock y aforar
a.10 ml de plasma o agua, asi mismo para |a concentracién siguiente de 20 pg/mt tlomar una alicuota
de 0.2 mi a parlir de! slock y aforar a 10 ml y por Gltime la concentraclén de 10 serd obtenida
tomando 0.1 ml y aforando a 20 ml con agua o plasma.

En la 1abla 3 se muestra de forma tabular et procedimiento efecluado,

TABLA S

CURVA FATRON PARA CROMATOGRAFIA

SOLUCION STOCK AFORO CON PLASMA | CONCENTRACION FINAL
VOLUMEN {mi) O SOLUCION AGUOSA ( g/mi)
(mf)
1.0 10 100
0.8 10 80
0.4 10 a0
0.2 10 20
0.1 10 10

NOTA : La curva debe realizarse 1anto en plasma como en solucién acunsa.
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3.3.2. Validacion de los Mé&todos.

Los pardmetros ulilizados para validar los métodos (cromatografice y espectrofotomélrico) fueron:
linealidad, limite do deteccion, precisién y exaclilud, especificidad en estabilidad, iolerancia y

estabilidad de la muestra.

En cuanto 8 la LINEALIDAD, preparar fres curvas a concenlracionns de 10, 25, 50, 100 y 150 pg/mt
en diferentes dias para el método espectrofotométrico, tanto en soluclén acuosa, como en plasma; y
de 10, 20, 40, 80 y 100 pg por ml en diferentes dias para el inélodo cromalogréfico, tanto en soluclon
acuosa como en plasma, ¢an el propdsite de delerminar sl los valeras de absorbanclas o medicion de

alturas de dichas concenlraciones presentan un comportamiento Jincal.

De los dalos obtenidos, calcutar el interceplo, pendi y coeficiente de correlacién,

Determinar la concentracidn minima deteclable preparando diluciones en plasma y solucién acuosa
de PZA , a concenlraciones de 0.1, 0.2, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, y 10 yg por ml utilizando el mélodo

de anélisis.

Para evaluar {a PRECISION, preparar tres curvas palrén a concentraciones de 16, 25, 50, 100 y 150
pghnl {mélodo espectrofotomélrico) y 10, 20, 40, 80 y 100 pg/m! (mélodo cromalogrélico) y hacer

repeticiones en diferenles dias.

De los datos calcular la absorbancia p dio, alturas p dio, desviacién estdndary el coeficlente

de variacidn en porcicnlo para cada una de ias conceniraclones.

Determinar [a EXACTITUD calculando el rendimiento de extraccién a pailir de los dalos oblenidos de

|as tres curvas de callbracién, en solucidn, en relaci6n a las de plasma.
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Evaluar la ESPECIFICIDAD haciendo un “pool” de plasma, al cuaj se le adicionan diferentes
férmacos, con el fin de observar si después de adiclonar dichos fdrmacos exisle alteracion, Los

fArmacos a adicionar son: Isoniacida y Rifampicina.

Evaluar la ESPECIFICIDAD EN ESTABILIDAD Y ESTABILIDAD DE LA MUESTRA, para observar si
después de almacenar la muestra en diferenles condiclones : medio ambiente, refsdgeracién y
congelacion existen productos de degradacidn biolégicos ( proleinns plasmaticas degradadas o
degradacion det producto mismo) que pucden Intervenir con la cuanlificacidn de la PZA.

Realizar |a evaluacién preparando mucstras en solucton y plasma a copcentraciones de 50 pg/ml. El

" proceso de extraccién efectuarle en los dias 1, 7, 10, 15 y 30, después de almacenada la muestra.

Calcular la TOLERANCIA DEL SISTEMA; ulilizando diferentes columnas (C18 echonosphere) asi
como diferentes valores de pH y proporciones de fase movil. Proceder a disminuir y aumentar la '

longitud de onda a partir del range establecido (258 nm); asi come el fiujo y volumen de Inyeceion.
3.4 Procesamiento de {a Muestra (Mélodo Espectrofotométrico).

A 1 ml de cada uno de los puntos de la curva, afiadir 1 ml de Acido percidrice 0.7 M para precipitar
proleinas, agilar y centrifugar durante $5 minutes a 3000 r.p.n., cn caso de que después de
centrifugar queden paiticulas, agitar y centrifugar nuevamente; en caso contrario separar la fase
acugsa y proceder a alcalinizar las muestras con 1 ml de solucién &e hidioxido de sodio 1 M., agitary
adicionar 1 ml de solucién de nilroprusiato de sodio {reaclivo de color), mezclar bien.

Dejar en reposo durante un lapso de 10 minutos para desarrollar por completo el complejo colorido.

Leer 1as mueslras a una longitud de 508 nm.
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3.5 Procesamiento de 1a Muestra (Método Cromatogrifico).

Tomar un mililitro de plasma y aitadir 1 ml de acido porclarico 0.7 M, agilar durante 10 minulos en un
vorlex, centrifugar por 10 minulos a 1500 r.p.m. Tomar la fase acuosa superor y neulralizar con
solucién de hidréxido de sodio 1 M, Agitar e inyectar upa alicuota de 100 microlitros en el

cromalégrafo,

3.5.1. Condiciones Cromalogréficas.

Columna : fongitud 30 cm, didmetro externo 4.8 mm.

Fase eslacionaria : Echonosphere C18, tamaiio de parlictla 5 micras. Alltech.
Fase mévil : Mezcla de solucién amodiguadora de fosfalos - metano! (98:2 viv).
Flujo : 1.2 ml/min,

Velocidad de Carta ; 0,25 cm/min.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Resultados.

VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS.

LINEALIDAD DEL METODQC ESPECTROFOTOMETRICO PARA LA CUANTIFICACION DE
PIRAZINAMIDA EN SOLUCION ACUOSA Y PLASMA.

En las Tablas ! y Il se muesiran los resultados de las absorbancias obtenidas en el rango de
concentraciones de 10 a 150 pg/ml de pirazinamida en solucidn, asi como ¢! coeficiente de variacion
en por clento (0.23433 - 0,74493 y 0 - 0.5084 de un dia y otro). Médiante un andlisis de regrasion
lineal promedio se obluve la ecuacién de una linea recta con pendiente (m) de 0.008092, inlerceplo
{b) de .0.00874833, y un coeficiente de correlacion (r) de 0.89¢98 en un dia y en el olro una
pendiente de 0.008067, de interceplo -0.00385 y de coeficiente de correlacién de 0.99998. Las

gréficas correspondienies se indican en fas Fig. 1y Il

En las Tablas Ili y IV sc presentan los coeficientes de variacién en porcienta oblenidos en dos dias
diferentes (0 - 8.0329923 y 1.2414 - 6.8879956) en el intervalo de concenlraciones de 10 - 150 pg/mi
de pirazinamida en plasma. Mediante un anélisis de regresién, se obluvo la ecuacién de una linea
recta con pendiente (m) de 0.006332, intercepto (b) de 0.0100225 y un coeficienie de correlacién (r)
de 0.9964136 en un difa y en el olro una pendienle de 0.0058732, interceplo de 0.0230630 y un

coeficiente de correlacion de 0.99898.

En las graficas No. Il y 1V, se muestra |a relacién lineal entre los vulores de las concentraciones y el

promedio de as absorbancias.
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PORCENTAJE DE RECUPERACION. La tabla V muestra el porcenlaje de recuperacién de

pirazinamida en plasma, que fué de 85.31 % de un dia y de otro 82.29 %.

EXACTITUD, La propiedad del método de proporcionar resultados cuantitativos, lo mas cercanos al
valor reat sn demosiré estadisticamente a partir de los datos del porcentaje de recuperacién promedio
(86.31 ¢ 3.02) y determinando el intervalo de confianza al 95 %. Los valores oblenidos se encuentran

en la Tabla V.

PRECISION. De los datos oblenidos se calculd 1a desviacién estandar y el coeficiente de variacién en

por ciento para cada una de las concentraciones Tablas 1, 1I, it y V.

LIMITE DE DETECCION, Teniendo presente que csle se define como la menor canlidad delectable

del compuesto por analizar que pucde medirse respecto a la seiial provecada, al ir reduciendo las

cor ciones los Indicaron que el detector no discrimina a concentraciones menores de

10 pg/ml, registréndose una respuesta en forma de linea recla a padir de esta concentracion.

ESPECIFICIDAD EN ESTABILIDAD Y ESTABILIDAD DE LA MUESTRA. En la Tabla VI se presentan
los resullados oblenidos preparando soluciones de PZA a concentraciones de 50 pg/mi bajo

diferentes conditiones de almacenamiento,

TOLERANCIA DEL SISTEMA. Se ulilizaron diferentes volimenes de solucion de hidréxido de sodio

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

ESPECIFICIDAD DEL METODO. Se realizaron pruebas con otros medicamentos antifimices como
Rifampicina e Isoniacida a concenlraciones de 50 pg/ml en solucién acuosa y en plasma. La sedial del
especirofolémetro no dié muestra alguna de interfereaclas, ya que no forman complejo colorido ni
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dan leclura a la longitud de onda de 506 nm.

LINEARIDAD DEL METODO DE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION. Los
resultados acerca de [a linearidad del mélodo se presentan en las lablas Vi y VIII, donde se mueys(ran
los valores de las alturas asi como el ntercepto, pendiente y correlacién de 6 curvas patrén de PZA
tanto en plasma como en solucién acuosa. En las fig. V, VI, Vi, y Vil se indica la representacién

gréfica de los resullados obtenidos.

CONCENTRAGION MINIMA DETECTABLE, Teniendo presente que el limile de deteccién se define
como la menor canlidad delectable del compuesto por analizar que puede medirse respecto a la seial
provocada por el rufdo, al ir reduciendo las concenlraciones, los resuitados indicaron que el deteclor
no discriminaba abajo de los 10 pg/mi, registrindese en ¢l cromalograma una respuesta en forma de

Iiner recta (igual a la linea base) por abajo de ésa concenlracién.

PRECISION, Los resultados obtenidos acerca de la Precision del mélodo so encuentran en las Tablas

No. VIi, VIil, IX y X, tanlo en solucién acuosa como en plasma,

EXACTITUD. En las Tablas No. XI y X! se muestran los resuliados del rendimiento de extraccion,
calculado a partirde los dalos oblenidos al procesar las tres curvas patrén (tanto en plasma como en

solucién acuosa) de un dia y olro, utilizadas para Ia evaluacién de la lincalidad del método.
ESPECIFICIDAD. Se¢ evalué preparando unas muestras de plasma a las cuales se les adicionaron
diferentes farmacos. Los fArmacos adicionados fueron la Rifampicina e Iseniacida, En la Fig..IX se

presentan los cromalogramas tipicos en fos cuales na se observan interfeiencias.
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ESPECIFICIDAD EN ESTABILIDAD Y LA ESTABILIDAD DE LA MUESTRA, Los resullados obtenidos
al varar las condiclones ambientales Tabla X!lf, y condiciones cromalograficas para conocer la

Tolerancia del Sislema, se pueden resumir de la siguiente forma :

a)- DETECTOR.
LONGITUD DE ONDA, MENOR DE 268 nm, (250 nm) se obluvo una seial def pico, y ruldo en [a

linea base, {o cua! provocaria una mala cuantificacién en muestras a concentracién menor,

LONGITUD DE ONDA MAYOR DE 268 nm, (268 nm) se enconiré menor sedal del pico de

pirazinamida, lo cua! también implde cuantificar adecuad: te i menores.

b)- COLUMNA,

En columnas diferentes de Echonosphere C18 no hay variacién de la resolucidn de los picos.
c)- FASE MOVIL,
Al variar la proporcidn Bulfer - Melanol, no hay modificacién en cuanlo a la resolucién y liempo de

retencién del pico, lo cual indica que puede modificarse en los limites amplios (£ 10 mi).

Al variar el pH de la fase mdvil lo que ocasiona es una alteracién en el tiempo de retencién, a pH

4cido menor liempo de retencién, micntras que a pH basico mayor liempo de retencion.

d)- FLUJO.

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

Se puede aumeniar el volumen de inyeccién hasta 200 microlitres y con ello la melodologla es mejor.
Se puede ulllizar un volumen minime de 15 microlitres y es de esperarse que si se incrementa ésle
volumen la eficiencia es mejor (o cual es una ventaja considerando que el (drmaco puede ser

monitoreado.
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TABLAL

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

VALORES DE ABSORBANCIAS EN SOLUCION

CONG (mcg/mi) 1 2 3 MEDIA 0.8, % CV.
10 0.0730 0.0720 0.0720 0.0723 0.0004 0.6517
25 0.1990 0.1990 0.2000 0.1993 0.0¢04 0.2364
50 0.4030 0.4030 0.4010 0.4023 0.0009 0.2343
100 0.8060 0.8060 0.8060 0.8060 0.0000 0.0000
150 1.2000 1.2020 1.2200 1.2073 0.0089 0.7449

CORRELACION : 0.9999 0.9939 0.9989 0.9939

PENDIENTE : 0.0080 0.0080 0.0081 0.0080

INTERCEPTO ¢ -0.0027 -0.0036 -0.0077 —0.0047
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TABLA.

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

VALORES DE ABSORBANCIAS EN SOLUCION

CONC (mcg/ml) 1 2 3 MEDIA D.s. % C.V.
10 0.0730 0.0730 0.0730 0.0730 0.0000 0.0000
25 0.2000 0.2000 0.2000 0.2000 0.0000 0.0000
50 0.4020 0.4020 0.4020 0.4020 0.0000 0.0000
100 0.805¢ 0.8030 0.8050 0.8043 0.0009 0.1172
150 1.2010 1.2140 1.2010 1.2053 0.0061 0.5084

CORRELACION : 0.9999 0.8999 0.9997 0.9998

PENDIENTE : 0.0080 0.0081 0.0080 0.0080

INTERCEPTO : —0.0028 —0.0048 -0.0020 —-0.0038
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LINEARIDAD DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO
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EN SOLUC/ON. (DA 2 )
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TABLANL

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

VALORES DE ABSORBANCIAS EN PLASMA

CONC (mcg/mi) 1 2 3 MEDIA D.S. % C.V.

10 0.0750 0.0690 0.0740 0.0726 0.0026 3.6152
25 0.1370 0.1350 0.1450 0.1390 0.0043 3.1082
50 0.3220 0.4020 0.3610 0.3616 0.0326 9.0329
100 0.6012 0.6260 0.7030 0.6483 0.0400 8.1712
150 0.8420 } 0.8500 0.9570 0.9496 0.0061 0.6453

CORRELACIO!fl : 0.9993’ 0.9932 0.9964 0.9979

PENDIENTE : 0.0062 0.0062 0.0064 0.0063

INTERCEPTQ —0.0004 -0.0172 0.0131 0.0099
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TABLA IV,

RESULTADOS DE VALIDACION DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA LA CUANTIFICACION
DE PIRAZINAMIDA EN PLASMA (20 dia)

VALCRES DE ABSORBANCIAS EN PLASMA

CONC {mcg/mi) 1 2 3 MEDIA D.S. % CV.

10 0.0780 0.0680 0.0680 0.0713 0.0047 6.6084
25 01770 0.1720 0.1730 0.1740 0.0021 1.2414
50 03120 0.3570 0.3020 0.3236 0.0239 7.3906
100 0.6570 0.6420 0.6340 0.6443 0.0095 1.4796
150 0.9760 0.9090 0.8240 0.9030 0.0621 14796

CORRELACION : 0.5995 0.938 0.9948 0.9989

PENDIENTE : 0.0079 0.0064 0.0059 0,0059

INTERCEPTO : 0.0086 0.0286 0.0317 0.023
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TABLAV,

RECUPERACION

PLASMA 1er. DIA

mecg/ml ADICIONADO

meg/ml RECUPERADO

%RECUPERACION

10 9710 87.100
25 18,166 72.664
50 46,489 92.978
100 82,968 82.968
150 121,300 80.866
PLASMA 20.DIA
mcg/mi ADICIONADQ mog/ml RECUPERADO RECUPERACION

10 8.668 86.68
25 21.640 86.56
50 40.550 81.10
100 81.066 81.08
150 - 113.749 75.83
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TABLAVI.

ESTABILUDAD DE MUESTRAS DE PIRAZINAMIDA POR EL METODO ESPECTROFOTOMETRICO
(CONCENTRACION DE 50 meg/mi)

CONDICIONES
EN SOLUCION ACUOSA ENPLASMA
DIA MEDIO REFRIGE- | CONGELA- 35°C 45°C MEDIO REFRIGE—- | CONGELA— 35°C 45°C
AMBIENTE RACION CION AMBIENTE RACION CION
1 0.3980 0.3740 0.3840 0.3720 0.3610 0.3520 0.3580 0.3910 0.3600 0.3540
7 0.5320 0.5510 04610 0.5160 0.6980 0,2300 0.4020 0.3900 03470 0.2590
10 0.4220 0.4370 0.4230 0.4340 0.5230 0.1430 0.2620 0.3960 0.0800 0.0770
15 0.4360 0.4200 0.4300 0.4210 0.4100 0.1670 0.3600 0.3900 0.0760 0.0330
30 0.4560 0.4160 0.4200 0.4000 0.4000 0.2000 0.4000 0.4100 0.0560 0.0000
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TABLAVIL

RESULTADOS DE VALIDACION DEL METODO CLAR PARA LA CUANTIFICACION

DE PIRAZINAMIDA EN SOLUCION (fer. dia)

VALORES DE ALTURAS EN SCLUCION

CONC (meg/mi) 1 2 3 MEDIA Ds. % CV.
10 0.1960 0.1960 0.1850 0.1850 0.0004 0.2410
20 0.35%0 0.3540 0.3570 0.3560 0.0020 0.5770
40 0.6660 0.6660 0.5660 0.6660 0.00G0 0.0000
80 1.5370 1.5170 1.5000 15180 0.0151 0.9960
100 1.8630 1.8400 1.8600 1.8540 0.0102 0.5500

CORRELACION : 0.9982 0.9984 0.9987 0.998s5

PENDIENTE : 0.0189 0.0187 0.0188 0.0188

INTERCEPTO : -0.0257 —0.0219 —-0.02456 —0.0247
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TABLAVIIL

RESULTADOS DE VALIDACION DEL METODO CLAR PARA LA CUANTIFICACION

DE PIRAZINAMIDA EN SOLUCION (2e. dia)

VALORES DE ALTURAS EN SOLUCION

CONC (meg/mi) 1 2 3 MEDIA D.Ss. % CV.

10 0.1420 0.1480 0.1480 0.1450 0.0024 1.7200

20 0.3210 0.3260 0.3200 0.3220 0.0026 0.8150

40 06790 0.6610 0.6920 06770 0.0127 1.8770

80 1.4460 1.4150 14150 1.4250 0.0146 1.0250

100 1.6600 1.6850 1.6110 1.6520 0.0307 1.8600
CORRELACION : 0.9974 0.999 0.9967 0.998
PENDIENTE : 0.0173 00173 0.0167 00171
INTERCEPTO : —0.0194 -0.0229 ~0,0018 -0.0151
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TABLAIX.

RESULTADOS DE VAUIDACION DEL METODO CLAR PARA LA CUANTIFICACION
DE PIRAZINAMIDA EN PLASMA (ter. dia)

VALORES DE ALTURAS EN PLASMA.

.CONC (meg/ml) | SOLUCION 1 2 K] MEDIA D.s. % CV.
10 0.2850 0.2720 0.2330 0.2500 0.2510 0.0185 7.7880
20 0.4330 Q.3770 0.3790 0.4120 0.3890 0.0196 5.0530
40 0.5470 0.5220 0.5290 0.5530 0.5330 0.0173 3.2130
80 1.0000 1.0930 1.0000 1.0280 1.0400 0.0477 4.5870
100 1.2730 1.2450 1.1500 1.2430 1.2130 0.0545 44990

CORRELACION : 0.9950 0.9951 0.9973 0.9985 0.9976

PENDIENTE : 0.0106 00112 0.0102 0.0108 00107

INTERCEPTO : 0.176C 0.13%9 0.1455 0.1552 0.1468
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TABLAX.

RESULTADOS DE VALIDACION DEL METODO CLAR PARA LA CUANTIFICACION
DE PIRAZINAMIDA EN PLASMA (20. dia}

VALORES DE ALTURAS EN PLASMA

CONC {mcg/mil) | SOLUCION ; 1 2 i 3 ‘ MEDIA {' D.s. % C.V.
10 0.2680 0.2500 ‘ 0.2570 0.2110 l 0.2390 } 0.0247 10.3720
20 0.4370 0.4160 0.3470 0.3520 0.3700 ‘ 0.0267 9.9320
40 0.5470 0.5210 0.5240 0.5260 0.5260 0.0025 0.8980
80 1.1360 1.0050 0.9840 1.0000 0.9560 0.0108 2.12680
100 1.2770 1.2770 1.3840 1.2110 1.2900 0.0873 6.7680

CORRELACION : 0.9925 0.9945 0.8905 0.899%1 096967

PENDIENTE : 0.0114 0.0110 0.0121 0.0110 00114

INTERCEPTO : 0.1610 0.1412 0.0910: 0.1075 0.1137
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TABLA XL

RECUPERACION

PLASMA t1er, DIA

CONC. (4a/ml) | {a/ml ADICIONADO |~ a/ml. RECUPERADO | % g/ml. RECUPERADO
100 . foo 97.537 97.537
80 80 81.256 101.581
40 40 34.144 85,532
20 T 20 20.032 100,150
10 10 7.052 70,520
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TABLA X,

RECUPERACION

PLASMA 20. DIA
CONC. (Mg/ml.) Mglml ADICIONADO IV'( g/ml. RECUPERADO | % g/ml. RECUPERADO
100 100 98,695 98.695
80 80 72.992 91.240
40 40 31.906 80.000
20 20 18.264 91.320
10 10 6.811 68.110
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TABLA X,

ESTABILIDAD DE MUESTRAS DE PIRAZINAMIDA POR EL METODO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA

DE ALTA RESOLUCION

CONDICIONES

EN SOLUCION ACUOSA EN PLASMA
DIA MEDIO REFRIGE~ | CONGELA— MEDIO | 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 0.528 0.535
30 - 0.541 0.547 - 0529 0.525

NOTA: * NO DETERMINADQ.
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4,2 DISCUSION.

Se selecciond el mélodo espectrololomélrico propuesto por Caccla por ser facil, con un Iratamiento
sencillo y rapido.

£l método desarrollado utitizé : (4)

1.- Solucién de Nilroprusiato de sodio recién preparado gue produce un complejo colorido.

Las muesiras van desde un rojo hasta un anaranjado.

2.- Una longitud de onda de 506 nm, ya que es donde se presenta mdaxima absorcidn del complejo

coloride desarrollado.

3.- El iratamiento de exlraccidn es sencillo y répldo, incluye una precipitacién de proteinas con' &cido
perclérico 0.7 M, apilacion, cenlrifugacién y alcalinizacién de la muestra, obleniéndose una buena

limpieza de la muesira.

El método desarroliado presents linealidad en el inlervalo de conceniracién de 10 a 150 pg/ml, con un
coeficiente de correlacidn r = 0.9990 en solucién acuosa y de 0.9970 en plasma, estos valores son

adecuados de acuerdo a los crilerios establecidos para ia linearidad de un métedo.

La REPETIBILIDAD en diferentes dias se determiné para evaluar fa precision.
El método presenta repelibilidad en diferenles dlas, ya que el valor del coeficiente de variacién més

alto es de 6.068 % para una concentracion de 10 pg/mi en plasma.

Los valores de los porcicntos de recuperacién, en el inlervalo de 10 a 150 pg/mi indican que la
recuperacién es buena, considerando 1a gran afinidad de a PZA a las proleinas plasmélicas. Dado
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que este valor se encuentra dentro de! limile aceplado para la cuantificacion de farmacos en {luidos

biolégicos, se confitma la validez del mélodo desarroliado

Para conocer 1a EXACTITUD del método, los porcientos de recuperacién citados con anteroridad,
fueron somelidos a un andlisis de varianza, encontrdndose un valor de 0.14754, siendo e! valor en
tablas de 2.00210 para una probabilidad de 0.05, lo cual indica que no existen diferencias

esladisticamente significativas por lo que el inétedo puede considerarse exacto.

En cuanto a la ESPECIFICIDAD DE LA MUESTRA, se observa que na exisle pinguna inlerferencia
entre el fArmaco analizado que es la PZA vy las proteinas plasmaticas. Asi mismo, no existen
diferencias al adiclonar otros antifimicos : isoniacida y Rifampicina que son ulilizados conjuntamente

con Pirazinamida en el tratamiento de la Tuberculosis.

Acerca de la ESTABILIDAD DE LA MUESTRA, las muestras de pirazi ida fueron alm. las y

posteriormente se evaluaron con el {in de observar su compartamienio y ver si se presenlabtian
productos de degradacién del plasma o del fArmaco, los cuales Impidieran ia cuantificacién adecuada
def mistno. Dicha evaluacién se hizo preparando sofuciones en plasma y en soluclén acuosa.
Las condiciones de alimacenamiento de las muestras fueron :

- Medio Ambiente.

- Refrigeracién.

- Congetacién (0° C - 20° C).

- Temperatura (35" C - 45° C),
De acuerdo a los resullados se observa que la pirazinamida no presenta degradacién en soluciin
acuosa, sin embargo en plasma hay una degradacion del casi 50 % en las muestras almacenadas en
medio ambiente, una degradacién lotal de a pirazinamida a los 30 dias a temperatura de 45°C y 35
° G, mienlras que en refrigeracién y congelacién se conserva en buen estado,
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Por lo expuesto anlerdormente se recomienda almacenar las muestras en congelacién, pudiendo asi

disponer de un Japsa minimo de un mes para su analisis sin degradacién alguna.

En TOLERANCIA DEL SISTEMA, después de haber efecluado variaciones en los volumenes de
hidréxide de sodio agregados a |a muestra para variar el pH de la misma, se observa que a menor

pH, es declr menores de 8, |a formacidn del complejo de color se ve aleclado, mientras que a pH mas

alcalino 9 - 14 se

mejor el

Otro mélado seleccionado fué el de Cromalografia Liquida de Alla Resolucidn (CLAR), que es un

método m4s sensible que el especlrofolomélrico.

En o método CLAR se uliliz6 :

1.- Fase moévil, compuesta de mezcia de fosfatos 0.02 M : Metano! en una proporcién 98 :2 (V/V).

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

3.- Una columna de fase reversa C18 echonosphere Alltech,

4.- E!f tratamicnto de limpieza de fa mueslra incluyé {a precipilacién de proteinas con acido peicidrico
0.7 M., agitacién, cenliifugacién y neulralizacién de fa muestra, con ello la muestra presenla mejor
respuesta y sensibilidad del método. Slendo éste método de limpieza facil, sencillo y répido en

comparacién a otros reportados.
Las caracteristicas que se evaluaron para validar el mélodo fueron: Lincaridad, Limite de deleccién,

Pracisién y exactitud, Especificidad, Especificidad en estabilidad, Tolerancia y Estabilidad de la

muestra,
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El mélodo desarrollado present6 buena linealidad en el intervalo de concentraciones de 10 a 100 pg
por ml, con un coeficienle de correlacidn de 0.998 en solucién acuosa y de 0.287 en plasma,
demoslrandoe asi que cumple con las especificaciones establecidas para evaluar Ja linealidad de un

mélodo,

Para la PRECISION se prepararon curvas patrén en el Inlervaio de cancentraciones de 10 a 100 pg
por mil, haciéndose repeliciones. Ef mélodo es repelible en diferenles dias, observandose que el

coeficienle de variacin mayor es de 16.372 para una concentracién de 10 pg/ml en plasma

Se encontré un valor promedio de recuperacién de 88.48 % en el inlervalo de concenlracién de 10 a

100 pg/iml, indicando con ello que la recuperacién o exiraccidn de la muestra es buena.

En cuanto a la EXACTITUD def mélodo, fos porcientos de recuperacién fueron sometidos a un
andlisis de varianza, enconlrandose un valor de F = 0.29539. Dado que el valor en Tablas es de
2.00210 con una P 0.05 s¢ demuestra que no existen diferencias significativas, por 1o tanto el método

propueslo puede considerarse exacto.

En ESPECIFICIDAD DE LA MUESTRA no se observaron interferencias entre la PZA y las proleinas

plasmaticas, ni con antiffimicos adicionados : Rifampicina e Isonlacida, que son los finmacos

adminisirados conjuntamente con la PZA en el tratamienlo de la Tuberculosis.

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

observar si después del alir se pr taban produclos de degradacién, ya sea del
plasma o de la PZA , ios cuales impidieran la cuantificacién adecuada de ésle Gllimo. Dicha
evaluaci6n se hizo preparando dos tipos de grupes unc en plasma y otro en solucién acuosa de PZA

a concentraciones de 50 pg/ml.
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Cada uno de éslos grupos fué somelido a8 diferentes condiciones de almacenamiente {medio
ambiente, congelacién y refrigeracion). Ei proceso de extraccién se Hevé a cabo del 1er dia a 7y 30
dias.

ta pirazinamida permancce estable tanlo en refrigeracién como en congelacién, por lo cual se
aconscja almacenarla de preferencia en congelacién leniendo un margen minimo de un mes para su

andlisis.

Para evaluar {a TOLERANCIA DEL SISTEMA se utilizaron diferentes cofumnas C18, echonosphere
marca Alltech asi como diferenles valores de pH y proporciones de fase movil, Cuando se utilizaron
diversas columnas (dos) no existié variacién en la resolucitn de {os picos, al variar el pH las muestras
presentan un inlervalo muy amplio para pader medificar su tiempo de retencién, y en cuanlo a las
proporciones de la fase mévil aumentando o disminuyendo el metanol no existen cambios

significalivos en las respuestas.
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CAPITULO V., CONCLUSIONES

Se desarrollaron  dos mélodos analiticos para  cuanlificar pirazinamida en plasma : un
espectrofotométrico y un mélodo de cromatogralia tiquida de alta resolucidn, los cuales cumplen con

las siguientes caraclerislicas.

. El m&lodo espectrofotométrico es lincal en el inlervalo de concentraciones de 10 a 150 pg/ml, con un
coeficiente de correlacién de 0.8980 y un tirnite inferior de deteccion de 5 pg/ml,

El mélodo presenta repelibilidad, ya que su coeficiente de variacidn se encuenlra entre 6.6084 y
0.6453.

El premedlo de recuperacién es de 83.78 %, con una desviaci6n estdndar S = 0.00002 y un

coeficiente de variacion % C.V = 4,6180 lo que indica que el métodoe es exacto.

£l método es especifico en presencia de olros antifimicas como Rifampicina (RIF) e isoniacida
{INH).
Las muestras que contienen pirazinamida son estables en congelacién durante 30 dias. Si la muestra

se aimacena en refrigeracion se mantiene también estable por el mismo lapso.

Esle méfodo presenta camo ventaja que es de bajo costo, ripido y fécil.
En base a estas caracteristicas; se recomienda el uso de este método para el moniloreo de niveles de

pirazinamida en pacientes en ¢l estado estacienario,

Ef mélodo de cromalogralia de liquidos de alla resolucién es lineal en el intervalo de concentracicnes
de 10 a 100 pg/il con un coeficiente de correlacién de 0,998 y un limite de deleccidn inferior de 2

Hg/mi.



El mélodo es repelible, ya que su coeliciente de variacién se encuentra entre 10.372 y 0.998.
El promedio de recuperacitn es de 88.468 %, con una desviaci6n esiandar de S = 0.03209 y un

porciento de cocficiente de variacion de 5.5338, por lo que el método es exacto,

El mélodo es especifico en presencia de otros antifimicos como la Rifampicina e Isoniacida (fArmacos

que se administran en la terapla para el tratamiento de la tuberculosis).

Las muestras conlenlendo PZA son eslables fanie en refrigeracién como en congelacion durante 30

dias .

El método presenta como venlajas una fécil extraccién, sin embamgo rs mas sensible que el
espectrofotométrico, por lo que se recomienda para estudios de farmacecinélica clinica en pacientes
bajo tratamiento, y puede ulilizarse para el moniloreo de niveles de PZA en pacientes en estado

estacionario.
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