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Debes amar

el tiempo de los intentos.
Debes amar

la hora que nunca brilla.
¥ si no,
no pretendas tocar io cierto..:

Silvio Rodriguez
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RESUMEN.,

Las interacciones entre fArmacos provienen, en su mayoria, de la
politerapia. Existen muchos ejemplos clinicos en la literatura que
han mostrado como un farmaco puede modificar profundamente la ac-
cidén de otro al ser administrados en conjunto. Bl efecto de un far-
maco puede suprimirse, intensificarse e incluso observarse reaccio-
nes adversas, al administrarse simulténeamente dos o mis férmacos.
La deteccibn de interacciones entre farmacos durante su uso tera-
péutico se dificulta por la complejidad de la situacién clinica y
patologias asociadas por lo que, para su confirmacién o cuantifica-
cién, se han utilizado los estudios *in vitro® o en animales de ex-
perimentacién, los que ademds pueden conducir a estudios posterio-
res en humanos gue permitan establecer su importancia.
Considerando que entre los efectos adversos de la Neurccisticer-co-
sis (NCC)}, se encuentra la reaccién inflamatoria debida tanto a la
presencia de los cisticercos como a su destruccién, durante el tra-
tamiento con Prazicuantel (P2Q}, en algunos casos se prescribe la
Dexametasona {DMZ) en forma simultdnea. En un estudio previo, rea-
lizado en pacientes con diagndstico de NCC, se observé gue la DMZ
disminuye los niveles plasmdticos de PZQ en aproximadamente 50%.
Estas observaciones condujeron a la hipétesis de que la DMZ podria
inducir el metabolismo de PZQ el cual se lleva a cabo en el sistema
microsomal hepatico mediante el citocromo P450.

Para verificar la interaccién metabdlica, en el presente trabajo se
realizd un estudio in vitro utilizando la fraccién sobrenadante
10,000 X g de higado de rata. La incubacién se llevd a cabo a 37°C
durante 2 horas en presencia de adenindinucleétidos y de diferentes
concentraciones de PZQ y de DMZ, La oxidacién de PZQ en ausencia y
en presencia de DMZ en el homogenado, se cuantificdé utilizando un
método analitico por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién,
previamente validado.

Los resultados demostraron que la velocidad de oxidacién de PZQ au-
menta con la adicién de DMZ, Se aplicaron los métodes convenciona-
les de doble reciproca para linearizar datos cinético-enzimiticos,
obteniéndose altos coeficientes de correlacidén con disminucidn de
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la pendiente respectc al control, con lo cual se corrobord gue la
DMZ es un activador enzimdAtico. asi{ mismo, los resultados sugieren
que en la oxidacién de P2Q la DMZ podria estar actuando como un e~
fector alostérico més potente, ya gue a concentraciones altas de
PZQ, hay competencia con DMZ por el mismo sitio alostérico.



I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

El Prazicuantel (PzZQ) es un fdmmaco antihelmintico eficaz en el
tratamiento de las infecciones provocadas por todas las especies de
esquistosomas que infectan al hombre. Ademis, su uso clinico inclu-
ye el tratamiento de una gran variedad de infecciones causadas por
tremitodos hemdticos, intestinales, hepdticos y pulmonares asi como
en el tratamiento de infecciones por céstodos intestinales, tisula-
res y cerebrales [1]. En América Latina y algunos paises de Asia v
Africa, la utilidad del PZQ en los tltimos 10 afics ha sido en el
tratamiento de la neurocisticercosis (NCC), enfermedad endémica en
paises en vias de desarrollo y considerada en la actualidad como la
enfermedad mis comin del sistema nervioso central, por lo que re-
presenta uno de los mayores problemas de salud publica {2].

En México, el PZQ ha sido usado en el tratamiento de la NCC humana
desde 1980 (3]. Los primeros estudios fueron seguidos por otros es-
tudios no controlados y casos aislados en donde se demostraba la
eficacia del PZQ (4,5). En 1984 [6], se publicd un estudio contro-
lado en pacientes con NCC parenquimatosa y se demostrd la eficacia
del f4rmaco en mas del 90% de los pacientes.

Durante la terapia de la NCC con PZQ, muchos pacientes presentan
cefalea, vémitos o exacerbacién de las crisis convulsivas. Estas
reacciones colaterales no estén relacionadas al fdrmaco, sino que
se deben a una fuerte reaccidén inflamatoria que desarrolla el hués-
ped durante la destruccién de los pardsitos. Dichas manifestaciones
generalmente son pasajeras y pueden ser tratadas con analgésicos o
antiepilépticos, sin embargo, cuando son muy Severas, como eés la
presencia de hipertensién endocraneal, se administran antiinflama-
torios esteroidales como la dexametasona (DMZ)} [2].

En un estudio realizado en el Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia (INNN) en pacientes con NCC parenquimatosa [7], se de-
mostré que los niveles plasmiticos de PZQ disminuian en un 50%
cuando se administraba la DMZ simultdneamente, sin embargo, los pa-
rdmetros farmacocinéticos de absorcién y eliminacién no se vieron
alterados. Estas observaciones condujeron a la hipétesis de que la
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DMZ podria inducir el metabolismo de PzQ," el cual se 11eva a cabo
en el sistema microsomal hepético mediante el c;tocromo B- 450.

En base a lo anteriormente mencionado, el‘objert:wo del presencg
trabajo fue:

- Determinar

si la DMZ actla como inductor enz:.mét:tco en el meta—
bolismo de PzQ, utilizando para ello técnicas ":.n v:.tro'



II. GENERALIDADES.

II.l. METABOLISMO DE FARMACOS.

El citoplasma de las células del parénquima hepdtico contiene una
red altamente organizada de membranas intracelulares conocida como
reticulo endoplasmico. El reticulo estd compuesto de una red de es-
tructuras lamelares, tubulares y vesiculares las cuales engloban
canales o espacios, los que a su vez, estdn separados del citoplas-
ma pero son continuos con el medio nuclear.

Las membranas del reticuloc endopldsmico se dividen en dos tipos
principales, lisa y rugosa, dependiende de su apariencia morfolégi-
ca y se diferencian porque la rugosa tiene los ribososmas unidos en
la superficie externa, aunque existen evidencias de heterogeneidad
entre las membranas respecto a composicidén quimica, fisicogquimica
y enzimitica.

El aislamiento y fragmentacién del reticulo endopldsmico produce,
después de homogeneizacidn, particulas conocidas como microsomas,
lo cual lo hace diferente de otros érganelos ya que pueden aislarse
en forma intacta. Se ha demostrado que los microsomas representan
fragmentos de reticulo endoplasmico (8].

Los sistemas enzimidticos responsables de la biotransformacién de
muchos fdrmacos estdn localizados en el reticulo endopldsmico liso
de las células hepaticas, designado operativamente fraccién micro-
somal. Estas enzimas también estdn presentes en otros érganos como
el rifién, el pulmén y el epitelio gastrointestinal, aunque en can-
tidades menores. El sistema enzimitico microsomal hepético es capaz
de bicotransformar muchas sustancias y fédrmacos a metabolitos mas
polares y menos liposolubles los cuales pueden ser excretados por
rifibn y bilis [9].

Las reacciones quimicas de biotransformacidn enzimAtica se clasifi-
can como reacciones de fase I y reacciones de fase II. Las reaccio-
nes de fase I convierten al fdrmaco original en un metabolito més
polar por oxidacién, reduccién o hidrélisis, produciendo metaboli-
tos que pueden ser farmacolégicamente inactivos, menos activos o,
en ocasiones, mas activos que la molécula inicial. Cuando el meta-
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bolito constituye la forma activa, se dice que el compuesto origi-
nal es un profdrmaco.

Muchas reacciones se producen en forma simulténea o consecutiva, de
modo que el compuesto inicial es convertido en diversos metaboli-
tos; el metabolismo de fase I seguido por una conjugacién (fase IT)
se lleva a cabo principalmente en el higado, aunque también contri-
buyen el xifién, el tracto gastrointestinal, el pulmén y el plasma
[10].

Bl reticulo endopldsmico liso contiene un grupo importante de enzi-
mas oxidativas denominadas monooxigenasas que requieren oxigeno mo-
lecular {(atmosférico), una oxidasa terminal {(citocromo P-450), un
agente donador de electrén o agente reductor, NADPH (fosfato de di-~
nucleétido de nicotinamida y adenina) y una flavoproteina (NADPH
citocromo P-450 reductasa) envuelta en la transferencia de electro-
nes [11].

El paso clave en estas reacciones oxidativas es la insercién de un
atomo de oxigeno molecular en el sustrato, produciendo a menudo un
intermediario inestable que se rompe finalmente dando el producto
final {figura 1). En términos cuantitativos, la mayoria de las
reacciones oxidativas se llevan a cabo por una gran familia de iso-
enzimas denominadas citocromo P-450. Las proteinas del citocromo P-
450 estan incluidas en la bicapa lipidica del reticulo endoplésmico
1liso. Una importante proteina asociada, la NADPH-citocromo P-450
éxido-reductasa, también esta fijada a ésta bicapa lipidica en una
relacidén estequeométrica de unas 10 moléculas de P-450 por una de
reductasa [11].

Los citocrémos P-450 constituyen el sistema oxidante de fase I,
aungue las oxidaciones por aminooxidasas, varias hemoperoxidasas,
prostaglandina H sintasa, xantina oxidasa y alcohol y aldehido des-
hidrogenasa también son importantes [8, 10].

Una serie de experimentos ha mostrado que la velocidad de metabo-
lismo de fdrmacos esta relacionada de una manera mds estrecha con
la velocidad de reduccién del citocromo P-450 que con la cantidad
de P-450 o con la velocidad de reduccién del citocromo ¢, por lo
que se ha concluide que la NADPH-citocromo P-450 reductasa es el

4



paso limitante en las reacciones totales que envuelven al sistema
microsomal [12]

FARMACO

FARNACO FL'}?VE%PI'}CDI{)ENA NADP®

{r." FARMACO .[ra?]
CIToCRGMO CiTosRoMe
Puso REDLCMSA

FARMACO ~[ﬁ"] s FARMACO-[Fe*]
qu\ mmrslm NADPH

Pigura 1. Sistema propuesto en la transferencia de electrones del
sistema monooxigenasa P-450 [10].

II.1.1. CITOCROMO P-450.

El término citocromo P-450 o P-450 es usado para describir una o
mis hemoproteinas las cuales se combinan en su forma reducida con
monéxido de carbono {(CO) para dar un méximo de absorbancia alrede-
dor de 450 nm.

Casi todo el citocromo P-450 hepdtico de todos los mamiferos se en-
cuentra en los hepatocitos, los cuales representan entre el 60 y 80
% de las células presentes. [13].

El citocromo P-450 es una hemoproteina tipo b en donde la molécula
Hemo del citocromo, es una ferroprotoporfirina IX, la cual es un
quelato de fierro planar en el cual el metal puede formar complejos
con dos ligandos adicionales, el quinto y el sexto y la combinacién
con el primero facilita la unién con el segundo. En el caso del ci-~
tocromo P-450 existen evidencias de que el quinto ligando esté& ocu-
pado por un grupo tiol ([14].

Bn las particulas microsomales existen 3 formas de citocromo P-450,
las cuales se resuelven como entidades separadas; las 3 entidades
aparentemente tienen diferente peso molecular, 44000, 50000 y 53000
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y son inducidas diferencialmente por 3-metilcolantreno, fenobarbi-
tal y aleohol etilico. La demostracién de tales formas explicaria
las diferencias en actividad metabdlica debidas al sexo, a la espe-
cie y las alteraciones debidas a condiciones no fisioldgicas {15}.
Los férmacos se combinan con la forma oxidada del citocromo P-450
produciendo dos tipos bdsicos de interaccién espectral llamados ti-
po I y tipo II. Las interacciones tipo I se caracterizan por una
depresién a 420 nm (rango=418-427 nm) y un miximo a 385 nm (rango=
385-390 nm) cuyos ejemplos tipicoes son aminopirina, clorpromazina
y hexobarbital., Los compuestos tipo II muestran un méximo a 430 nm
{rango=425-435 nm) y un minimo a 395 (rango=390-405 nm) representa-
dos por anilina, piridina y nicotina [16].

Los compuestos que producen espectro tipo I incluyen fdrmacos, pes-
ticidas y hormonas esteroideas de diferentes clases quimicas. Los
compuestos capaces de actuar como inductores enzimiticos tienden a
producir interacciones tipo I. Muchos de los compuestos que produ-
cen espectros tipo II son aminas bAsicas, aunque algunos esteroides
y alcoholes pueden producirlo [8].

Estudios realizados con microsomas tratados con fosfolipasa C, com-
puesto que destruye el sitio de unidén tipeo I, muestran gue un com-
puesto no necesita producir espectro de unién para ser metaboliza-
do. Esto no significa que el compuesto no se une al P-450, sino
simplemente, que no produce cambio conformacional en la hemoprotei-
na {17]).

En la actualidad, se han aislado aproximadamente 140 citocrémos P-
450 de diferentes especies de mamiferos y no-mamiferos. Categorizar
estos citoecrémos de acuerdo a su funcién ha sido una tarea dificil,
ya que muchos de ellos poseen especificidades traslapadas por sus
sustratos y, de muchos otros, no se conocen sus funciones. Desde el
punto de vista evolutivo, los P-450s estédn relacionados unos con o-
tros y constituyen un grupo, una superfamilia, compuesta de 25 fa-
milias y 21 subfamilias. Como regla general, aquellos P-450s que
comparten un 40% de identidad en aminvdcidos son miembros de la
misma familia. Dentro de cada subfamilia de P-450s en mamiferos,
alrededor del 60% son idénticos. Dentro de una subfamilia, los ge-
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nes de los P-450s pertenecen al mismo grupo de genes y estructural-
mente son muy similares. Sin embargo, sus perfiles cataliticos asi
como la regulacién de su expresién puede variar considerablemente.
Por ejemplo, los P-450s 3Al y 3A2 (familia 3, subfamilia A miembro
1y 2 ) en rata comparten 90 % de identidad y sélo el 3Al es indu-
cido por dexametasona {18].

Ademis de su importancia en la oxidacién y reduccién de xenobidti-
cos lipofilicos, el P-450 se encuentra involucrado .en el metabolis-
mo de un gran nimero de lipidos endégenos. Algunas de las reaccio-
nes principales catalizadas por el P-450 en el metabolismo exégeno
son:

Hidroxilacién de esteroides, aromatizacién de esteroides, sintesis
de &cidos biliares, 25-hidroxilacién de vitamina D,, sintesis de
colesterol, produccién de estrégenos de catecol y la -0~ y {(0=-1)-
hidroxilacién de Acidos grasos [13}.

XII.2. METABOLISMO "IN VITRO".

Los estudios de metabolismo de fdrmacos en animales vivos ha hecho
posible elucidar las vias metabdlicas y los factores que controlan
los niveles de f&rmacos y sus metabolitos en los sitios receptores.
Sin embargo, sin los estudios *"in vitro®, la interpretacién de mu-
chos de esos estudios serfia imposible. Por medio de técnicas "in
vitro*, es relativamente facil caracterizar la capacidad metabdélica
y determinar las constantes cinéticas de esas enzimas.

Gracias a los estudios "in vitro* se han obtenido resultados sobre
los mecanismos de accién de farmacos, de los sitios especificos
donde ocurre el metabolismo, de la presencia de sistemas de trans-
porte o sobre sitios de unién intracelular y la correlacién de esos
hallazgos con los estudios *in vivo* ha permitido el entendimiento
de los procesos llevados a cabo.

Los estudios de metabolismo "in vitro* pueden llevarse a cabo u-
tilizando diferentes preparaciones enzimiticas: érgancs aislados
perfundides, rebanadas de higado, células aisladas, cultivos celu-
lares, homogenados de tejidos y fracciones subcelulares. Las mis u-
tilizadas en la actualidad son los hepatocitos aislados de rata y
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las fracciones microsomales, sin embargo, el objetivo y complejidad
del estudio es el factor Qeterminante en la seleccidén de la prepa-
racién. La técnica de preparacién y el medio utilizado es un factoxr
determinante en la actividad enzimdtica {19).

El homogenado de higado o fraccidn sobrenadante 10,000 X g es una
preparaciédn ampliamente utilizada en la obtencién inicial de datos
ya que contiene no sélo microsomas sino también un sistema genera-
dor de NADPH. La fraccidn 10,000 X g es mucho mds £4cil de preparar
y la reaccidén llevada a cabo es linear por un pericdo de tiempo ma-
yor debido a que la actividad enzimatica se mantiene por tiempos
prolongados [20].

La actividad *in vitro" requiere la presencia de un sistema genera-
dor de NADPH, ya sea en forma de NADP + fraccidn soluble {fraccidn
100,000 X g gque contiene glucosa 6-fosfato y deshidrogenasa isoci-
trica) o NADP + glucosa 6-fosfato deshidrogenasa ¢ el mismo NADPH.
El Magnesio, Mg®, se requiere para mantener la actividad méAxima,
puesto que la velocidad de oxidacidén de NADPH o la velocidad de
transporte de electrdnes desde NADPH hacia los diferentes aceptores
es mayor en presencia de Mg** o de Ca?® [21].

La actividad *in vitro* de las enzimas microsomales se ve afectada
no séloc por factores fisioldgicos, sino también por otros factores
como es el estado nutricional, cronofarmacologia, as{ como otros
relacionados a la metodologia de preparacién.

A continuacién se describen los factores mas estudiados:

Especieg: Se ha demostrado ampliamente la existencia de diferencias
en actividad metabélica, tanto cualitativas como cuantitativas. Las
diferencias cualitativas pueden deberse a la presencia o ausencia
de alguna enzima, en una especie particular. Las diferencias cuwan-
titativas generalmente son debidas a variaciones en la:.cantidad ge
una enzima o en la cantidad del inhibidor natural, o bien debido a
la presencia de competidores por el sustrato [22}.

Raza, Cepa y Diferencias Genéticas. Las diferencias en el metabo-
lismo de farmacos entre especies se han asociado con el desarxollio
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evolutivo y parecen estar determinadas genéticamente. De la misma
manera, es posible que cambios genéticos produzcan diferencias en-
tre razas de animales de la misma especie, lo cual explicaria las
diferencias en respuesta farmacoldégica debido a defectos genéticos
{231. ’
Parece razonable pensar que las diferencias en cepa se deben prin-
cipalmente a factores genéticos y ambientales, los cuales influyen
tanto el nivel basal del metabolismo microsomal hepdtico como en la
respuesta a inductores (8},
Las diferencias en la habilidad de acetilacidn muestran una distri-
bucidén muy amplia, pero no se asocian con deficiencias o desordenes
genéticos, sino a heterogeneidad genética {24].

Sexo: ha sido ampliamente documentada la diferencia en metabolismo
de farmacos debida al sexo. En general, las ratas machos poseen ma-
yor actividad oxidativa hacia un gran nimerc de sustratos. La exis-
tencia de variaciones en el metabolismo debidas al sexo, en la ra-
ta, sugieren que hay diferencias en los componentes de la cadena de
transporte de electrones o en la oxidasa terminal de ese sistema.
Se ha observada, en preparaciones de ratas macho, un mayor conteni-
do de esos componentes en aproximadamente un 20-30% (25,26},

En otras especies animales como ratén, hamster, coballo y monos no
se han observado muchas diferencias debidas al sexo.

En el hombre, hay evidencias de metabolismo dependiente del sexo
con nicotina, &cido acetil salicilico, heparina, oxazepam y clor-~
Aiazepbdxido ([27].

Edad: Numerosos estudios han mostrado que en animales recién naci-
dos y en fetos, la capacidad metabélica se encuentra limitada. Se
ha observado que poseen niveles bajos de enzimas, lo cual se atri-~
buye va sea a la presencia de un inhibidor endégeno, a la ausencia
de cofactores o bien a cantidad limitada de enzimas [28]. Los ni-
veles de actividad enzimdtica se desarrollan en un periocdo de 30
Qias aproximadamente. Este patrén de desarrcllo es comin a varias
especies y se ha caracterizado con un gran nimero de sustratos.
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El desarrollo de los sistemas de conjugacién sigue un patrén seme-
jante, la formacién de congugados de glutatién y glicina es baja al
nacimiento y se incrementa gradualmente a niveles de adultos sobre
un periodo de 30 dias aproximadamente. [28-30].

Las preparaciones hepiticas de ratas de edad avanzada poseen capa-
cidad metabdlica *in vitro* disminufida y se ha sugerido que este
fenémeno este ligado a la especie, ya que estudios similares, rea-
lizados en ratén, no muestran tales cambios [31].

A diferencia de las especies animales estudiadas, el feto humano
posee una gran capacidad metabdlica de farmacos en ciertas rutas o
vias metabdlicas. A las 8 semanas de edad, se detecta actividad o-
xidativa y la actividad tiende a aumentar en funcién del peso fetal
hasta las 13 semanas. Las enzimas presentes tienen muchas de las
caracteristicas del sistema monooxigenasa de los adultos. El nivel
de citocromo P-450 en higado fetal es del mismo orden que el de mi-
crosomas de adultos (60-70%) pero los niveles de NADPH-citocromo c
reductasa son sélo el 30% de los valores encontrados en adultos. Al
considerar el peso relativo del higado, entre 4 y 5% del peso cor-
poral en el feto y 2% en el adulto, la capacidad metabdlica de fér-
macos del feto por unidad de peso corporal se aproxima a los nive-
les de los adultos. El desarrollo postnatal enzimdtico es similar
al ya descrito en animales, hay un incremento gradual en la forma-
cién de conjugados durante los primeros 3 meses y durante la nifiez
la eliminacién de éstos es constante. La mayoria de las rutas para
eliminar f£drmacos aumenta con la edad y la edad a la cual se alcan-
zan los valores encontrados en adultos depende de las rutas metabd-
licas involucradas (28, 31j].

AdeméAs de los factores fisioldgicos ya descritos, existen otros
factores que influyen en el metabolismo de fArmacos como son:

Estado nutricional: la dieta y el estado nutricional afectan marca-
damente la actividad enzimdtica. La deficiencia de Calcio, Cobre y
vitamina C disminuyen el metabolismo oxidativo y reductivo en ra-
tas. También se ha observado disminucién de los niveles de citocro-
mo P-450 y de la actividad enzimitica con deficiencia de magnesio
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Yy zinc [32-34].

Dietas deficientes en proteinas, no sélo producen disminucién en el
metabolismo de fArmacos, sino que también incrementan la toxicidad
de estos [35].

El ayuno, a diferencia de los otros factores nutricionales, produce
un patrén complejo de alteraciones que muestran relacién dependien-
te del sexo. El ayuno no sélo afecta los procesos de fase I, ya que
se producen menores cantidades de glucurénidos en animales en ayu-
nas. A pesar de esto, la actividad *in vitro" de la glucuronil
trangferasa no disminuye (36].

Cronofarmacologia. Estudios realizados en animales han demostrado
que existe influencia del ritmo circadiano en los gistemas enzimé-
ticos de metabolismo. La influencia de la luz es uno de los facto-
res determinantes en la actividad metabdlica en ratas [37].

En humanos existen pocos estudios relacionados a la influencia cir-
cadiana en el metabolismo, sin embargo, hay informacién de algunos
fadrmacos que son completamente metabolizados, como la teofilina,
cuya velocidad de metabolismo es mayor cuando se administra en du-
rante el dia (1:00 p.m.) y la indometacina, cuyas concentraciones
plasmiticas son mids altas cuando se administra por la mafiana (7
a.m.} (38].

Prefiez. Esta demostrado cue, al menos en rata y en conejo, durante
los estadios finales de la prefiez, la capacidad metabdlica materna
se encuentra disminuida, tanto en las reacciones de fase I como en
las de fase II [39).

En mujeres prefiadas, se ha observado alteracidén en la unién a pro-
teinas de algunos farmacos lo cual influye en la depuracién hepati-
ca. Debido a que la produccién de esteroides aumenta, se ha sugeri-
do que los niveles altos de progesterona estimulan la actividad mi-
crosomal hepitica, lo que a su vez aumenta la depuracidn intrinseca
hepatica (40].

Patologia Hepitica. Cualquier estado patolégico que interfiera con
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la funcién noxrmal del higado puede influir en los procesos de bio-
transformacién de férmacos. Estos cambios fisiopatolégicos pueden
conducir a una reduccidén del flujo sanguineo hepdtico, disfuncién
de hepatocitos, cambiosg cualitativos y cuantitativos de las prote{-
nas séricas y cambios en el flujo biliar, lo que a su vez puede al-
terar la disposicién de algunos farmacos.

No todos los procesos de biotransformacién se ven alterados por en-
fermedades hep4ticas, y es necesario hacer estudios con cada uno de
los fdrmacos para determinar si existe o no, influencia en la acti-
vidad [41,42].

II.2.1. PREPARACION DE FRACCIONES TISULARES.

- Sacrificio del animal: Los animales deben mantenerse en ayuno por
al menos 24 horas previas al sacrificio con la finalidad de estan-
darizar condiciones. El ayuno disminuye los niveles de glicdgeno y
previene la pérdida de microsomas durante la centrifugacién [36].
El uso de anestésicos previo al sacrificio del animal es recomenda~
ble sélo que se haya establecido que este no afecta la actividad
enzimdtica bajo estudio.

- Perfusién del higado: Algunos investigadores recomiendan perfun-
dir el higado previc a la homogeneizacién cuando se va a estudiar
unién de farmacos y P-450. Sin embargo, puede causar pérdida de
proteinas hepdticas y de P~450 asi como incrementar el tamafio y pe-
so del higado hasta en un 25%. También puede disminuir la actividad
de la fraccién 10,000 X g.

Una vez que el higado ha sido removido, todas las operaciones téc-~
nicas deberdn realizarse en frio, ya sea con bafio de hielo y solu-
ciones mantenidas en fric, o en un cuarto frio [43).

- Medio de homogeneizacién: las soluciones mAs utilizadas son, sa-
carosa isoténica (0.25M) o cloruro de potasio (KCl 1.15%, p/v);
cuando se usa sacarosa, la centrifugacién inicial debe realizarse
a velocidades mayores de 10,000 X g para prevenir contaminacién mi-
tocondrial de la fraccién microsomal, sin embargo, los microsomas
son menos activos que los preparados con KCl isoténica. Cuando se
usa KCl como medio de homogeneizacién se produce aglutinacién de
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mitocondria y microsomas, 1o cual previene la contaminacién mitocon~
drial y con una velocidad de centrifugacién de 10,000 X g es sufi-
ciente. Se ha observado mayor rendimiento de microsomas con el uso
de medios conteniéndo sacarosa y una solucién amortiguadora (saca-
rosa 0.25M y Tris-HCl 0.01M, pH=7.4) o KC1 (1.15%)/fosfatos (0.01M)
PpH=7.4 [20}.

-~ Método de preparacidén del tejido: existen diferentes técnicas los
cuales poseen ventajas y desventajas dependiendo de los objetivos
del estudio:

La técnica con navajas rotatorias es muy conveniente cuando se pro-
cesan grandes cantidades de tejido ya que se acumulan cantidades
grandes de una fraccién subcelular en particular, con el fin de
aislar y purificar enzimas. El homogenado obtenido debe f£iltrarse
a través de una gasa doble antes de someterlo a centrifugacidn di-
ferencial. Este método disminuye el rompimiento celular pero puede
haber contaminacidn de fraccién microsomal por rompimiento de mito-~
condria {20].

El homogeneizador con tubo de vidrio y pistilo de tefldn (Potter-
Elvehjem) es el mas utilizado y puede ser manipulado por medio de
un motor eléctrico conectado al pistilo, el cual gira a un veloci-
dad constante mientras el tubo es movido en forma ascendente y des-
cendente (6-~8 movimientos). El homogenado obtenido consiste de una
masa de células diluidas, particulas celulares {nicleo, mitocondria
y microsomas} y algunas células completas; estos componentes pueden
separarse por centrifugacidn diferencial.

Deberin utilizarse pequefias cantidades de tejido, previamente cor-
tadas, para reducir el tiempo de homogeneizaciédn y no producir so-
brecalentamiento del pistilo lo cual destruye las enzimas. Todo el
proceso deberi realizarse en frio.

Una técnica mas recientemente utilizada es la sonificacién tisular,
la cual es muy rdpida y segura, sin embargo también debe de evitar-
se el sobrecalentamiento.

- Almacenamiento: la practica mis recomendable es no almacenar mi-

crososmas; deberén hacerse estudios de estabilidad para determinar
el efecto de almacenamiento sobre la reaccidn particular bajo estu-
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dio.

Las preparaciones microsomales pueden almacenarse como fraccién
10,000 X g a -15°C o liofilizada; pellet microsomal a -15°C o bajo
corriente de nitrégeno a -15°C, o como suspensién al 25% en glice-
rol a -15°C; como microsomas anhidros congelados; suspensién micro-
somal en solucién amortiguadora a -15°C y como higado intacto con-
gelado a -20°C [36,43).

La tabla I muestra el contenido de algunos metabolitos intracelula-

res en homogenado de higado y en érgano perfundido bajo diferentes
condiciones [43].

TABLA I. Contenido de algunos metabolitos intracelulares en
preparaciones hepdticas (431.

Sustrato Homogenado Organo perfundido aislado
(nmol/gr]} t=0 90’ después 'in vivo" aislado 90’
(fresco) (oxigenado) después
Lactato 8200 5170 1280 12000 1102
Malato 1275 1340 248 750 149
FEP 41 156 100 6 66
3 FG 169 358 238 49 145
GEF 2310 189 136 986 89
acc 35 122 90 - 29%
Glucosa 31000 93000 6000 26000 8000
Glicégeno 280000 144000 295000 320000 250000
Nucleédtidos 2635 173 3780 2563 3750
ATP/ADP 0.6 < 0.2 3.8 0.4 3.6

PEP=fosfoenolpiruvato; 3FG=3 fosfogluconato; G6F=glucosa-6-£fosfato;
oCG=alfa-ceto glutamato; Nucledtidos=suma de adenin nucledétidos;
ATP/ADP=trifosfato/difosfato de adenin nucleétidos.

Los microsomas almacenados como suspensiones en solucidn amortigua-
dora a -15°C o como liofilizado, son menos activos que cuando se
almacenan como pellet cubierto con 1 ml de solucidn amortiguadora.
También se ha reportado que el almacenamiento del higado intacto a
-20°C durante 30 dias mantiene la actividad de la NADPH-citocromo
¢ reductasa, de la NADPH-neotetrazolio reductasa y del citoeromo
P-450.

- Procedimiento de incubacién: el orden de adicién de los componen-—
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tes a incubar deberd estandarizarse con el fin de diminuir la v-
ariacién. La preparacién enzimética se adiciona generalmente al f£i-
nal para evitar interaccidén con el sustrato. Las soluciones de co-
factores y nucleétidos deberdn prepararse al momento de su uso y no
es recomendable almacenarlas [20].

IX.3. INTERACCIONES ENTRE FARMACOS.

Las interacciones entre f4rmacos ocurren cuando la farmacodinamia
o la farmacocinética de un fdrmaco, o ambos, se modifican por la
presencia de otro farmaco. Las interacciones farmacodindmicas se
presentan cuando los fdrmacos interactuantes, actdan en los mismos
receptores, mismes sitios de accién o mismos sistemas £isiolégicos.
Cuando un farmaco interfiere con la absorcién, transporte, distri-
bucién, biotransformacién o eliminacién de otro, ocurre una inter-
accién farmacocinética y puede alterarse mas de un pardmetro farma-
cocinético primario: velocidad de absorcidn, concentracién libre,
volumen de distribucién, depuracidén sistémica o depuracién renal y
fraccién absorbida, los que a su vez alteran los pardmetros secun-
darios como tiempo de vida media, 4rea bajo la curva y fraccién ex-
cretada [44].

Las posibilidades de interacciones en el organismo son practicamen-
te ilimitadas y el campo con mayor potencialidad de interacciones
estd en la prictica clinica. Algunos estudios epidemiolégicos [45]
han demostrado que la frecuencia de reacciones adversas aumenta
desproporcionadamente respecto al incremento en el nimerc de farma-
cos prescritos.

La probabilidad de que ocurra una interaccidn entre farmacos es muy
grande, sin embargo pocas tienen consecuencias clinicas importan-
tes. La mayoria de las interacciones dentro del organismo no son de
la magnitud suficiente como para alterar la concentracidén libre o
la actividad terapéutica de alguno de los farmacos involucrados. La
dosis de la mayoria de los fdrmacos necesitaria ser de la magnitud
de la dosis letal media para demostrar la significancia de la in-
teraccién, o algunas veces, los cambios en los procesos afectados
o vias de eliminacién son tan pequefios que carecen de importancia.
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Las interacciones, al igual que todas las respuestas del organismo
son procesos graduados; el grado de interaccién depende de la con-
centracién de las especies interactuantes, y por lo tanto de la do-
sis y del tiempo. De esto se desprende el que las interacciones se
consideren como una causa mds de variabilidad en la respuesta far-
macolégica [46].

Los mecanismos [47] por los cuales se observan alteraciones en la
respuesta farmacoldégica, se han clasificado como:

Sumacién: Se observa cuando dos o mis fdrmacos con efecto farmaco-
1égico similar, sin importar el mecanismo de accién, producen una
respuesta que es la suma algebrdica de los efectos individuales.
Efecto Aditivo: El efecto combinado de dos fArmacos que actidan por
el mismo mecanismo de accidén es la adicidn de los efectos indivi-
duales.

Sinergismo: el efecto combinado de dos farmacos es mayor que la su-
ma algebrdica de los efectos individuales. El término es usado, ge-
neralmente, para firmacos que tienen diferente mecanismo de accién,
en donde el fdrmaco sinergista aumenta el efecto de otro, ya sea
alterando su distribucién, metabolismo o excrecién,

De la misma manera, la administracidén conjunta de dos o mds férma-
cos puede producir un efecto combinado menor al esperade © menor a
la suma de los efectos individuales, este fendmeno es llamado anta-
gonismo. Existen cuatro mecanismos conocidos por los cuales un fér-
maco puede oponerse a la accidn de otro y estos son:

Antagonismo farmacolégico: cuando un farmaco (antagonista) inter-
fiere en la formacidén del complejo agonista-receptor, se reduce el
efecto farmacoldgico del fdrmaco agonista.

Antagonismo fisioldqico o funcional: se observa cuando dos agonis-
tas, que actdan en diferente sitio, producen efectos cpuestos en la
misma funcién fisioldgica. Cada farmaco actia en su propic recep-
tor.

Antagonismo bioquimico: este tipo de antagonismo puede considerarse
como el opuesto al sinergismo y se observa cuando un farmaco dismi-
nuye la cantidad disponible al sitio efector de un segundo fdrmaco.
Por ejemplo, el antagonista puede aumentar la velocidad de metabo-
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1ismo o de excrecién del agonista, o incluso puede competir por el
transporte del agonista.

Antagonismo guimico: es simplemente la reaccién entre dos férmacos
que dan lugar a un producto inactivo.

La tabla II muestra algunos ejemplos de interacciones [46,47].
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TABLA II. CLASIFICACION Y EJEMPLOS DE INTERACIONES ([46,47).

Interacciones Farmacedindmicas

Respuesta

Ejemplo

Reaccién

Aspirina - Codeina

T Aspirina - Fenacetina
T Tiranina ¢ IMAO"

pifenhidramina — Histamina

Histamina - Norepinefrina

{ Warfarina = Vitamina K

sumacién (mecanismo de accién
diferente)

Adicién (actuan en el mismo receptor)

Sinergismo (inhibicién del
metabolismo}

Antagonismo farmacolégico (competen-
cia por los sitlos receptores)

Antagonismo fisiolégico {efectos
opuestos)

Efectividad disminu{da mutuamente

Interacciones Farmacocinéticas

Pardmetro

A B

Reaccién

Velocidad de
én

T Acetaminofén ¢+ Metoclo-
pramida

Ui 1

Blodisponibi-
1lidad oral
Volumen

e
distribucidn

Depuracién
hepética

DepuractSn
renal

4+ Epinefrina

T Metoprolol « Cimetidina

! 7Tetraciclina « calcio

T Actdo salicflicesFenilbu-
tazona

! Digoxina  Quinidina

1 Warfarina ¢ Fenobarbital

{ :feofilina ¢ Eritromicina

T Ac. salic{lico « Bicarbonato

4 Rencilpe-

4~ Probenecid
nicilina

B acelera vaciamiento géstrico

B disminuye el flujo sanguinec en el
sitio de administracién, SC e IM.

B inhibe metabolismo de A (efecto de
primer paso disminuido}.

B8 forma un complejo insoluble con A.
Desplazamiento competitivo de los
sitios de unién en plasma y en
tejidos.

B desplaza A de los sitios de
unién en tejidoes.

B induce enzimas microsomales.
B inhibe el metabolismo de A.

B eleva el pH urinaric disminuyendo
la reabsorcién tubular de A.

B inhibe la secrecion de A.

{=) denota efecto bidireccional; (+) o (-} denota interaccién unidireccional, la
flecha apunta hac{a el fdrmaco afectado.

‘IMAO= farmacos inhibidores de monoaminooxidasas.
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II.3.1. INTERACCIONES EN LA ABSORCION.

Una interaccién a nivel de absorcién puede aumentar o disminuir la
velocidad de absorcién o la cantidad absorbida, o bien ambas.
Algunos de los mecanismos potenciales de interaccién a nivel de
absorcién son [44].

- Efectos del pH sobre la ionizacién y disolucién.

- Cambios en la motilidad gastrointestinal.

-~ Modificacién de la velocidad de vaciamiento géstrico.

Formacién de quelatos, complejos quimicos.
Competencia o interferencia con el transporte activo.

- Cambios en el flujo sanguineo esplécnico.

- Cambios en el volumen, composicién y viscosidad de las secrecio-
nes gastrointestinales.

- Alteraciones en la flora intestinal.

IX.3.2. INTERACCIONES EN LA DISTRIBUCION.

El desplazamiento de la unién a proteinas es la causa mis comin de
distribucién alterada por interaccién entre firmacos. El desplaza-
miento implica competencia entre dos fdrmacos por los sitios de u-
nién en la proteina, lo cual se refleja por un aumento en la con-
centracidén libre del fédrmaco desplazado. Algunas veces el desplaza-
miento se efectiia a través de un efecto alostérico (cambios confor-
macionales en la proteina), lo que disminuye la afinidad del férma-
co por la proteina.

Las condiciones que favorecen el desplazamiento son cumplidas por
muy pocos farmacos, y por lo tanto no tienen consecuencias terapéu-
ticas importantes, ya que el fdrmaco debe unirse en gran proporcién
para que pueda ser desplazado, asi mismo, el desplazador debe po-
seer gran afinidad por los sitios de unién, para lo cual deberi en-
contrarse a una concentracidén que se aproxime o exceda la concen-~
tracién molar de los sitios de unién de la proteina. En general,
sélo los fArmacos Acidos cumplen esas condiciones ya que los bési-
cos tienen volumenes de distribucidn muy grandes, son administrados
en dosis muy pequeflas y las concentraciones plasmiticas que alcan-
zan son mAs bajas que las de los farmacos &cidos. A pesar de esto,
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son muy pocos los f&rmacos dcidos que alcanzan las concentraciones’
molares requeridas, como la fenilbutazona, el Acido salicilico y
algunas sulfonamidas [441. .

En un régimen de dosificacién miltiple, el desplazamiento depende
del cociente de extraccidén, E, del f&rmaco. El desplazamiento siem-
pre produce un incremento del volumen de distribucién, peroc la de-
puracién aumenta sélo que el férmaco tenga un cociente de extrac-
cién bajo, ya que solo el farmaco libre es capaz de atravesar mem-
branas.

Para fdrmacos con un valor bajo de E, la concentracién inicial y el
drea bajo la curva se reducen {ABC) debido a que el volumen de dis-
tribucién y la depuracidn total aumentarn, sin embargo, el tiempo de
vida media no cambia o disminuye ligeramente., En este caso la depu-
racidn intrinseca no depende de la fraccidn libre del férmaco, la
concentracién libre al estado estacionario no cambia y por lo tanto
la respuesta farmacélogica no se afecta, a pesar de la caida de los
niveles plasmaticos totales.

En el caso de fdrmacos con E alto, el valor de la depuracién total
es independiente de la unién a proteinas, ya que su valor se apro-
xima al valor del £lujo sanguineo. Si la administracién es intrave-
nosa, el volumen de distribucién y el tiempo de vida media aumentan
conforme aumenta la fraccién libre en plasma pero los niveles tota-
les no cambian. La concentracién libre aumenta por 1o que la res-
puesta farmacoldgica puede aumentar. En el caso de administracién
oral, disminuye la biodisponibilidad y por lo tanto el ABC debido
a gue el efecto de primer paso aumenta considerablemente [24,44].

II1.3.3. INTERACCIONES EN EL METABOLISMO.

Inhibicién metabdlica.

Un fdrmaco puede inhibir la actividad enzimitica microsomal de di-
ferentes maneras, incluyendo alteracién de algunos parémetros fi-
sioldégicos {niveles hormonales, estado nutricional) o por adminis-

tracién de inhibidores de la sintesis de componentes microsocmales.
Estos factores producen inhibicién de manera indirecta. Las vias
por las cuales se inhibe el metabolismo a nivel enzimdtico en las
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monooxigenasas incluyen competencia por el sitio activo en las en-
zimas, inhibicidén de algun componente de la cadena de transporte de
electrones (citocromo P-450), alteracién de la conformacién de la
enzima, lo que a su vez altera la unién de faArmacos y alteracidn de
los complejos formados entre férmaco y c¢itocromo P-450.

A pesar de que los inhibidores enzimiticos no comparten caracteris-
ticas estructurales gue permitan agruparlos, todos ellos son lipo-
solubles y requieren cumplir ciertos requerimentos para que actuen
como inhibidores del metabolismo “in vivo®. Las concentraciones que
producen inhibicién no deberdn producir efectos téxicos, los valo-
res de los pardmetros cinéticos Km y Vmax no deberén de ser mayores
que los del sustrato, el metabolismo por otras vias diferentes de-
berd ser minimo y el inhibidor deberd excretarse a una velocidad
menor que la del sustrato [48].

Se ha observado que los inhibidores ejercen un efecto bifasico de
manera que inicialmente producen inhibicidn y estimulan la veloci-
dad metabdlica cuando se administran repetidamente. Sin embargo,
estudios con SKF-525A revelan que las enzimas sintetizadas por el
procese inductive son susceptibles a la inhibicidén, por el compues-
to mismo y por sus metabolitos [49].

Las consecuencias cinéticas de inhibicién del metabolismo dependen
del cociente de extracidn (E} del £4rmaco cuyo metabolismo se inhi-~
be. En general, se ha observado que después de administracién oral,
en fdrmacos con E bajo, aumenta el tiempo de vida media por dismi-
nucién de la depuracién total, sin embargo, después de administra-
cién parenteral, ni el volumen de distribucién ni la biodisponibi-
lidad se afectan.

Los fdrmacos con E alto, muestran un aumento del Area bajo la curva
de concentraciédn plasmitica cuando se administran en forma oral, va
que en la administracién intravenosa, el efecto inhibitorio sobre
E es minimo y no afecta ni la depuracién ni el efecto de primer pa-
so [24,44].
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Induccidn metabdlica.

Una de las propiedades del sistema microsomal hepdtico es su capa-
cidad de aumentar la sintesis de enzimas de manera no egpecifica
cuando es expuesto a firmacos liposolubles y otros xenobidticos.
Este aumento en la actividad enzimAtica puede dar lugar a una dis-
minucién del efecto terapéutico, alterando la intensidad y duracidn
de la accidén del fArmaco o aumentando la toxicidad de fdrmacos, de-
pendiendo de la actividad de los metabolitos producidos. A pesar de
que las caracteristicas de los compuestos inductores son muy dife-
rentes, comparten algunas como: su liposclubilidad a pH fisiolégico
y poseen un tiempo de vida media prolongado. Por lo que, compuestos
liposolubles con tiempo de vida media corta, inducen el metabolismo
solo en administracion miltiple [30,46).

Los cambios bioquimicos observados durante la induccién enzimitica
permiten dividir a los agentes inductores en dos grupos: los barbi~
tiricos, ejemplificados por el fencobarbital, gue aumentan el meta-
bolismo de una gran variedad de sustratos y que estimulan diferen-
tes vias metabdlicas como oxidacidn, reduccidn, formacién de glucu-
rénidos y des-esterificacién; el segundo grupo, ejemplificado por
3-metilcolantreno y 3-4 benzopireno, comprende los hidrocarburos
policiclicos que estimulan el metabolismo de un numerc limitado de
sustratos y de reacciones. También se ha demostrado que los gluco-
corticoides, alcohol, cetonas, isoniazida y otros xenobiéticos, in-
ducen determinados miembros individuales de la superfamilia del ci-
tocromo P-450 [30,50}.

Los principalbes cambios bioquimicos que acompafian a la induccién
por fenobarbital se han observado en la actividad de los componen-
tes de la cadena de transporte de electrones. Se ha observade in-
cremento en la actividad de NADPH-oxidasa, NADPH-citocromo ¢ reduc-
tasa, NADPH citocromo P-450-reductasa y citocromo P-450. Algunos de
estos cambios también se han observado con 3-metil colantreno pero
en menor magnitud [30].

Tal parece que los cambios operados por los agentes inductores son
especificos para los sistemas monooxigenasa, ya que en otros siste-
mas enzimdticos son poco frecuentes. Los sistemas enzimdticos aso-
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ciados tal como glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y dcido isocitrico
deshidrogenasa se ven aumentados pero glucosa-6-fosfatasa y cito-
cromo by no aumentan o se ven disminuidas con fenobarbital. La en-
zima microsomal UDP-glucuronil transferasa muestra incremento mode-
rado, el cual es paralelco al aumento en actividad de UDP-glucosa
deshidrogenasa. Cuando estos cambios se examinan en base al conte-
nido de proteina microsomal por peso del higado, se observa un au-
mento de aproximadamente 12 a 14 veces, ain en aquellos sistemas en
que la actividad especifica disminuye [30,51].

Ademds de las diferencias cuantitativas encontradas para los dos
tipos de inductores, se ha sugerido que la especificidad hacia los
sustratos se debe también a diferencias cualitativas en el citocro-
mo P-450. Se han observado diferencias espectrales que sugieren que
la hemoproteina inducida por compuestos del tipo hidrocarburos po-
liciclicos es diferente a la de animales control o tratados con fe-
nobarbital, y para diferenciarla se ha denominado P,-450 o P-448
(méximo de absorbancia = 446-448 nm) [52].

El uso de inhibidores de sintesis de proteinas ha permitidc compro-
bar algunos mecanismos de induccidén enzimitica. El aumento en acti-
vidad enzimitica estd relacionado a un aumento en la velocidad de
sintesis de proteinas o bien a inhibicién de la velocidad de degra-
dacién de enzimas. Los inductores enzimiticos pueden estimular la
formacidn de enzimas ya sea por medio de interaccidén directa con
ADN estimulando la sintesis de ARN mensajero, pueden interactuar
con el reticulo endopldsmico aumentando la transferencia de ARNm
sobre los ribosomas, también pueden interactuar con la enzima mis-
ma, © actuar a nivel de receptores que regulan la expresidn genéti-
ca de las miltiples formas del citocromo P-450 [30].

La induccidén por fenobarbital envuelve un incremento en varios ARNm
incluyendo aquellos que codifican la epdxido-hidratasa, NADPH-P-450
éxidoreductasa, UDP-glucuronosiltransferasa y los ARNm IIB1/IIB2.
La acumulacién de ARNm se debe a un aumento en la velocidad de
transcripcidn genética. A pesar de esto, alin no se ha identificado
el receptor de los P-450s inducibles por fenobarbital (53).
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La expresién celular de los P-450s inducibles por hidrocarburos po-
liciclicos es regulada por un receptor citosélico (receptor Ah),
que interactia con los fdrmacos de este tipo y es transferido al
nicleo, donde interacciona con el ADN nuclear estimulandoe la trans-
cripeién [50,53].

El efecto inductor del fenobarbital o de los hidrocarburos polici-
clicos no altera la afinidad de la enzima por el sustrato. Se ha
observado que la administracién de fenobarbital altera la velocidad
méxima en el metabolismo de etilmorfina, hexobarbital y clorproma-
zina, pero no la constante de Michaelis (30].

La induccién por glucocorticoides en rata, se lleva a cabo por me-
dic de aumento en la sintesis de ARNm y aumento en la transcrip-
cién. La induccidén del P-450 IITA4 por dexametasona, también se
lleva a cabo en humanos. Se sabe que existe un receptor glucocorti-
coide que regula una variedad de genes en el higado ([53].

De especial importancia en los mecanismos de induccién es la in-
fluencia que tienen los inductores sobre la biosintesis de la hemo-
proteina hepatica. Tanto el fenobarbital como los compuestos tipo
benzopireno estimulan la sintesis del &cido §-aminolevulinico, que
es el paso inicial y limitante en la sintesis de la hemoproteina,
induciéndo asi, al citocromo P-450 y la actividad de las monooxige-
nasas [30]. Tal parece que los cambios inducidos en la sintesis de
la hemoproteina son el componente pricipal en el mecanismo de in-
duecidn.

Se ha observado gue la velocidad con que ocurre la induccién no es
la misma para ambos tipos de compuestos. La maxima induccién con 3-
metilcolantreno ocurre a las 24 horas después de su administracidn,
mientras que con fenobarbital se observa entre 48 y 72 horas des-
pués de dosis repetidas. Los cambios iniciales ocurren en reticulo
endopldsmico liso y los finales en rugoso [30,52).

Los cambios farmacocinéticos durante induccién metabdlica, nueva-
mente estan gobernados por el cociente de extraccién del farmaco
cuyo metabolismo se altera y por la via de administracién. La figu-
ra 5 muestra el perfil farmacocinético observado cuando la adminis-
tracién es oral o intravenosa para farmacos con E alto y bajo; asi
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mismo la tabla IIT sumariza los pardmetros farmacocinéticos afecta-
dos [24].
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TABLA IIL, Efectos observados en los pardmetxos farmacocinétices
poxr alteracién de algunas variables fisioldgicas de un firmaco
eliminado por higado [24].

Administracidén Pardmetro Inhibicién Induccidn Incremento de
Metabdlica fraccidn libre

Parmacos con alto cociente de extraccidn

DOSIS UNICA

Intravenosa t % . — —— . I
ABC — — D
Oral ¥ ] 1 : I
INFUSION INTRAVENOSA
c,, total -— 3 °-t : : -—
c., libre — e —

Farmacos con bajo cociente de extzgccidn

DOSIS UNICA

Intravenosa t % I . o 1 . )
ABC ] 1 ' ]
oral F — e —

asc ! | !

INFUSION INTRAVENOSA
€., total ! | |
C,, libre { } -

t¥% = tiempo medioc de eliminacién. ABC = &rea bajo la curva de
concentracidén plasmdtica contra tiempo. P = biodisponibilidad.
¢,, = concentracién en estado estacionario. .

1 Incremento; |} decremento; «— sin cambio.
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Figura 2. Efecto de 1la induccién enzimitica sobre la cinética
de un fdrmaco con bajo cociente de extraccidén (gréficas supe-
riores) y uno con alto cociente de extraccién (gréficas infe-
riores) .

{——) Condicién normal; (----) Condicién alterada
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Existen un gren nimero de sustratos enddégenos que son metabolizados
por las monooxigenasas hepdticas, cuyo metabolismo se puede alterar
por efecto de la induccién. Por ejemplo, estercides, glucosa, ga-
lactosa. Estas alteraciones endégenas se han utilizado como pruebas
de induccidn.

La estimulacién del metabolismo de esteroides produce un aumento de
actividad enzimidtica asi como una alteracién de las vias metabdli-
cas. Bl cortisol normalmente se metaboliza a 68-hidroxicortisol en
‘pequefias cantidades, sin embargo, después de induccidn con fenobar-
bital, difenilhidantofna, fenilbutazona y otros férmacos inducto-
res, los niveles urinarios del metabolito aumentan considerablemen-
te, por lo que la determinacién de sus niveles urinarios es una me-
dida de induccién.

La excrecidn urinaria de dcido ascérbico, producto metabdlico de
glucosa y galactosa, se ve aumentada bajo induccién, sin embargo,
su uso como indice de induccidn se encuentra limitado puesto que no
todas las especies son capaces de sintetizarlo y por otro lado, se
ha observado que algunos inhibidores metabélicos como SKF-525A pro-
ducen el mismo efecto. El Acido glucérico, otro producto de la via
del dcido glucurdnico, también ha sido utilizado como indice de in-
duccidén no sélo en animales sino también en humanos, ya que al i-
gual que el ascérbico, sus niveles urinarios aumentan bajo induc-
cién (30,52}.

IX.3,4.INTERACCIONES EN LA EXCRECION.

Las interacciones que ocurren en el proceso de excrecién de los
f4rmacos, pueden afectar alguno de los procesos de excrecidn renal:
filtracién glomerular, reabsorcidén tubular y secrecién tubular ac-
tiva. La mayoria de las interacciones clinicamente importantes se
deben a cambios de pH urinario, alteracién de la fraccién reabsor-
bida, o competencia por los mecanismos de secrecidn tubular [44).
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IX.4. PRAZICUANTEL

La introduccién del Prazicuantel (P20Q) en el tratamiento de las
helmintiasis ha sido uno de los mayores logros en salud a nivel
mundial ya gue numerosas parasitosis consideradas en el pasado como
no tratables, en la actualidad lo son [1]. Esto es particularmente
dtil en los paises subdesarrollados, donde estas enfermedades tam-
bién causan una pérdida econémica importante. La prevalencia global
de las infecciones parasitarias humanas ha superado ya el 50% y
continta incrementdndose. La helmintiasis afecta a mis de dos mil
millones de personas y Su prevalencia estd en aumento. La esquisto-
somiasis es un problema comin gue se ha agravado debido al incre-
mento del drea dedicada a la agricultura y la irrigacién artificial
ha acrecentado la multiplicacién de los caracoles de agua dulce que
sirven de huéspedes inteermediarios para los esquistosomas que in-
fectan al hombre. Entre los factores responsables se incluyen el
hacinamiento poblacional, educacidén y condiciones sanitarias defi-
cientes, control inadecuado de los vectores de pardsitos y de los
reservorios de la infeccién, introduccién del control y sistemas de
suministro de agua para uso agricola, aumento de migracién a nivel
mundial, de operaciones militares y resistencia a los agentes em-
pleados para el control de vectores o para la quimioterapia [54].

XII.4.1. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS [55-57].

NOMBRE QUIMICO: 2-(Ciclohexilcarbonil)-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-
pirazino(2, 1-a)isoguinolein-4-ona, 4H-Pirazino[2, 1-aligsoquinolein-
4-ona,2-ciclohexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexahidro.

SINONIMOS: Cesol; Cisticid; Ehliten. ’

FORMULA CONDENSADA: Cj.H;N;0,.

PORMULA DESARROLLADA:

N
Yo -2



PESO MOLECULAR: 312.41

APARIENCIA FISICA: Compuesto cristalino incoloro, casi inoloro, de
sabor amargo.

ESTABILIDAD: Estable bajo condiciones normales e higroscépico.
Inestable a la luz.

En soluciones neutras o débilmente 4cidas o alcalinas, la concen-
tracién de PZQ disminuye en una proporcién menor al 2%, durante 16
hrs, a temperatura ambiente.

Bl PZ2Q puede sufrir hidrélisis en medio fuertemente alcalino for-

©:E')'° — C(PZ‘\ + O
O

mando:

ki
4

En plasma, a temperatura ambiente, el PZQ se degrada en un 5% des-
pués de 16 hrs. Almacenado en plasma y orina, bajo condiciones de
congelacién, a -60°C durante 4 semanas, no se observa disminucién
en la concentracién.

SOLUBILIDAD: Soluble en la mayorfia de los solventes orgdnicos (9.7
g/100 ml de etanol; 56.7 g/100 ml de cloroformo a 25°C); soluble en
dimetilsulféxido, Practicamente insoluble en agua (0.04 g/100 ml de
agua a 25°C).

PUNTO DE FUSION: 136-139°C .

COEFICIENTE DE PARTICION: En una mezcla de solucién amortiguadora
de fosfatos (pH=7.0) y ciclohexano, se obtuvo un valor de 14:86.
Para la misma solucién amortiguadora y n-hexano, el valor fue de
38:62. Bl PZQ puede ser extraido cuantitativamente de ciclohexano
utilizando Acidos fuertes como el sulfirico (5 - 10 N} y clorhidri-
co 8N.
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II.4.2. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS.

El PZQ se encuentra clasificado como un antihelmintico de amplio
egpectro (541.

A pesar de que en un inicio la eficacia del PZQ fue probada en el
tratamiento de la esquistosomiasis, su uso clf{nico se ha extendido
para el tratamiento de todas las especies de esguistosomas patége-
nas al hombre y otros tremdtodos as{ como para una amplia variedad
de céstodos, incluyendo los de Taenia solium en tejidos y érganos
humanos y en el sistema nervioso central (57,58]).

El PZQ por si mismo es el agente antiparasitario activo; sus meta-
bolitos hidroxilados Yy conjugados tienen poca o nula actividad
{57). Sin embargo, Xiao y cols. [59] observaron que el principal
metabolito de PZQ en humanos, 4-OH-P2Q tienen efecto farmacolégico
similar al del PZQ sobre Schistosoma Japonicum *in vitro®, pero a
concentraciones 30 veces mayores, las cuales no se alcanzan con do-
sis terapéuticas de P2Q.

La mayor actividad antihelmintica de su molécula asimétrica estd
relacionada a la estructura pirazino [2,1-alisoquinolina, mientras
que su amplio espectro parece depender de un grupo oxo en la posi-
cién 4 y un grupo acil o tiocacil en la posicion 2 (Pigura 3). (60].

0
4
Sn
4
£

(o]

Pigura 3. Estructura quimica del prazicuantel donde se muestran los
grupos importantes para la actividad farmacoldgica.

La actividad antiparasitaria sélo se manifiesta en el isémero levo-~
(-~} con configuracién R. Wu y cols., [61] compararon la eficacia
terapéutica de una dosis inica de levo-PZQ, isémero activo, respec-

31



to a la mezcla racémica en pacientes infectados con S. jagoniqum,
Y observaron que una dosis de 20 mg/Kg de levo-PZQ es tan eficaz
como una dosis de 40 mg/Kg de mezcla racémica de PZQ, produciendo
menos efectos colaterales; ellos sugieren que el isémero puede ser
usado en la terapia con la ventaja de que sélo se requiere adminis-
trar la mitad de la dosis de PZQ.

IT.4.2.1. MECANISMO DE ACCION.

El PZQ ejerce 2 acciones inmediatas sobre los organismos suscepti-
bles: a concentraciones efectivas bajas causa un aumento de la ac-
tividad muscular (tono) seguida por contracciones y pardlisis es-
péstica, produciendo el desprendimiento de los pdrasitos de los te-
jidos del huésped. A concentraciones mis elevadas, aunque terapéu-
ticas, causa vacuolizacién, vesiculacién y degeneracién del tegu-
mento de pardsitos susceptibles. Este efecto, activa los mecanismos
de defensa del huésped y produce la destruccién de los helmintos.
Estudios "in vitro® e *in vivo" sobre §. mansoni muestran que exis-
te correlacién entre eficacia clinica y la accién sobre los tegu-
mentos [62). También se ha observado reduccién del glicégenc endd-
geno, de la alanina y aumento de la liberacién de lactato, los cua-
les probablemente son efectos secundarios [57,60].

Hasta ahora, se desconoce el fundamento molecular de su accién. El
efecto sobre la tensién muscular puede deberse a la alteracién en
la distribucién Qe iones a través de las membranas musculares en el
esquistosoma. Los cambios inducidos por el PZQ en el potencial de
membrana, pueden jugar un papel muy importante durante la contrac-
cién, al mantener altos los niveles de Calecio (Ca*) intramuscular.
Los estudios demuestran que es necesaria la presencia de Ca,’ para
que se observe la respuesta mecdnica del pardsito. A pesar de que
el PZQ estimula el flujo de Ca’* hacia el esquistosama, no actia co-~
mo iondéforo puesto que sustancias bloquea-oras de canales de calcio
no antagonizan la respuesta [60,63].

El calcio también puede estar implicado en el segundo mayor efecto
del PZQ, que es la disrupcién estructural del tegumento con extensa
vacuolizacién citoplasmidtica y evaginacién de la membrana superfi-
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cial. Este efecto contribuye a la accidn antihelmintica pero no es
letal por si mismo. Bl efecto se inhibe con altas concentraciones
de Magnesio (Mg*) .[64].

En céstodos, el mecanismo es diferente, ya gue adn cuando exista
deplecién de Ca’ o incremento de Mg®* -se presenta la contraccién
muscular [60). En H. diminuta, la contraccién se acompafia de una
fuerte inhibicién de la incorporacidn de calcio marcado. Asi mismo,
cuando los parésitos se cargan con Ca?* marcado, el PZQ estimula la
liberacién del mismo. Tal parece que esta estimulacién y la induc-
cién de contracciones son independientes del Ca? exter-o. Los auto-
res sugieren que la liberacién sostenida de calcio enddgeno produce
la concentracidén umbral en el mioplasma (parte contractil del mis-
culo) del pardsito necesaria para contraccién muscular. En esquis-
tosomas, esta concentracién umbral podria alcanzarse por el influjo
rédpido de Ca,” externo. En conclusién, la contraccién de K. diminuta
depende de Ca,* endégeno, parecido a 1o que ocurre en misculo esque-
1ético de vertebrados. En contraste a esto, la contraccidn muscular
en esquistosomas depende del influjo de Ca? externo, como ocurre
en misculo liso de vertebrados [65].

Los resultados parecen indicar que para que el PZQ ejerza su efec-
to, se requiere tanto de la presencia de Ca** como de los mecanismos
de proteccidn intrinsecos en el huésped, tales como efectores inmu-
nes mediados por células, los cuales se adhieren al parasito pene-
trando por los sitios lesionados del tegumento [65-67]. Xiao y
cols. [62,67) observaron, después de 30 minutos de la administra-
cién del PZQ, aparicién de antigenos superficiales de S. japonicum
en ratones infectados. Esto sugiere un posible sinergismo entre PZQ
y el sistema inmune del huésped para la eliminacidén *in vivo" del
parisito, lo cual ha sido fuertemente apoyado por otros estudios
similares {68].

Sabah y cols. [69]) observaron gque el tratamiento con PZQ es menos
efectivo en ratones infectados con S. mansoni deficientes de célu-

las T, qgue en ratones inmunolégicamente intactos. Este y otros es-
tudios han mostrado que el tratamiento con PZQ parece aumentar la
unién de inmunogliobulinas G y M (IgG y IgM) a la superficie del
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parésito.
A pesar de todos los estudios realizados, se desconoce por qué es
necesaria la respuesta inmune del huésped para la eliminacidén del
pardsito.

FARMACOCINETICA.

II.4.2.2. ABSORCION.

Despues de administracién oral, el PZQ se absorbe rdpidamente y ca-
si por completo. En ratas, la mayor absorcién ocurre desde estémago
y en ratones, desde duodeno {57).

En el hombre, se absorbe aproximadamente el 80% de la dosis acdmi-
nistrada y las concentraciones miximas se alcanzan en 1-2 hrs des-
pués de la administracién oral de dosis de 14 y de 46 mg/kg de PZQ
{cy. [70,71).

En estudios en pacientes con NCC se ha observado una répida absor-
cién después de una dosis unica de 15mg/kg de peso; las concentra-
ciones mAximas se alcanzaron entre 1.5 y 2 hrs con una vida media
de absorcién de 0.66 horas (72].

II.4.2.3. DISTRIBUCION.

La distribucién de PZQ(CY] ha sido estudiada por Steiner y Garbe
[73) en diferentes especies. En rata, después de administracién o-
ral, la mayor radioactividad de P2Q se encuentra en higado, rifién,
gldndulas adrenales, ovario y utero, asi como en pulmén, pancreas
y gléndula tiroides. La mayoria de los dérganos, al igual que en
plasma, muestran la concentracién mixima a los 30 minutos después
de administracién, lo cual indica gque la absorcién asi como la dis-
tribucidn en todos los tejidos es répida. La velocidad de elimina-
cién en todos los érganos es semejante a la del plasma. Despu_és de
una administracién repetida, no se encontré acumulacién del fdrmaco
en ningin érgano o tejido.

En los estudios de permeacién de la placenta, se encontraron valo-
res muy bajos en feto, 0.3% respecto a los demds Srganos, después
de 24 horas, lo cual indica que el fArmaco atraviesa con dificultad
la barrera placentaria.
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Respecto al cerebro se observd que sélo llegan pequeflas cantidades,
entre 1/3 y 1/8 comparadas con las de plasma. Estos resultados fue-
ron posteriormente confirmados por Andrews [74], quién estudié la
penetracién de PZQ a través de la barrera hemato-encefdlica en rata
¥ conejo. La concentracién en LCR fue de 1/5 a 1/7 en rata y 1/10
en conejo, de la cantidad total de PZQ (unido y libre).

Se han realizado algunos estudios en pacientes con NCC, en los cua~
les se han determinado las concentraciones alcanzadas en LCR. Jung
y cols.[75] encontraron que las concentraciones en LCR representan
el 24% de las encontradas en plasma en estado estacionario;
'xiaozhang [76] observd que estas representaban sélo el 11% de las
de plasma después de dosis unica de 40mg/Kg de peso. Spina-Franca
y cols. [77] encontraron una correlacién entre los niveles en LCR
y en suero libre de proteinas. Overbosch y cols. [78] estudiaron la
distribucién de PZQ entre plasma, LCR y cisticerco y determinaron
la vida media de distribucidn de PZQ entre estos fluidos y entre el
cisticerco observando gran similitud en la concentracién libre en
plasma, LCR y f£luido de cisticerco.

En un estudio de distribucién de PZQ en leche en 10 mujeres lactan-
tes se encontré una excrecién media de 0.008% de la dosis adminis~
trada, las concentraciones en leche fueron 4 veces menores qgue las
encontradas en plasma y siguen la misma cinética que en plasma
[711.

Debido a que el PZQ se excreta en la leche materna en concentracio-
nes que son aproximadamente 25% de las de plasma, al iniciar un
tratamiento con PZQ, las madres deben abandonar la lactancia y rei-
niciarla hasta después de 72 horas de finalizar el tratamiento
[70].

En bilis y heces se han detectado concentraciones muy pequefias de
PZQ. En pocos estudios se ha determinado el grado de unién de P2Q
a proteinas plasmiticas y el valor oscila entre 70 y 90% .

En pacientes con NCC se ha observado que la cinética de PZQ se a-
justa a un modelo monocompartimental [57].
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II.4.2.4. METABOLISMO.

El PZQ es répida y extensamente metabolizado en higado. Después de
una dosis oral de 300 mg/Kg en ratas, se encontraron concentracio-
nes en vena porta de 21.2 pg/ml, mientras qgue en sangre periférica
es de 6.2 pg/ml lo cual indica inactivacién rédpida por el higado
[74].

Después de administracién oral en diferentes especies animales, s6-
lo una pegquefia fraccién de aproximadamente 0.001 del férmaco inal-
terado llega a la circulacién general, ya que las concentraciones
séricas de radiactividad total son 100 veces m&s elevadas que las
concentraciones séricas de P2Q inalterado. En contraste con esto,
cantidades sustanciales de PZQ inalterado se encuentran presentes
en suero después de administracién intravenosa [73). Estas diferen-
cias se deben al metabolismo de primer paso, prominentemente mayor
en ratas y mono rhesus y menos notable en perros beagle.

Estudios *in vitro™ muestran que S. mansoni, S. japonicum y H. nana
no tienen la capacidad de biotransformar PZQ [59,65].

En humanos también se observa metabolismo de primer paso, en grado
similar al observado en animales. La concentracién plasmética de
PZQ inalterado es sélo 5% del total (unido y libre). Patzchke y
cols., {79] encontraron diferenciag de casi 100 veces entre las con-
centraciones séricas de P2Q y la radiactividad total, a dos dosis
diferentes.

Leopold ¥ cols. [80) observaron dosis-dependencia en las concentra-
ciones séricas de P2Q administrando 4 dosis diferentes. Bittencourt
y cols. [Bl] observaron un aumento desproporcionado en las concen-
traciones séricas y en LCR de 8 a 9 veces cuando la dosis de PZQ se
aumentd por un factor de 4, lo que indica saturacién metabédlica.
Los principales metabolitos detectados en el hombre son productos
de hidroxilacién conteniendo uno o mds grupos hidroxilo (57}.

Ali y cols. [82,83) identificaron y determinaron cualitativa y
cuantitativamente 17 metabolitos hidroxilados de PZQ en orina de
ratones control e infectados con S. mansoni por medio de espectro-
metria de masas, incluyendo 3 monohidroxilados, 6 dihidroxilados y
8 trihidroxilados. No hubé diferencia cualitativa entre los metabo-
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litos formados por los animales control y los infectados. La canti-
dad excretada de PZQ inalterado y de dos metabolitos dihidroxilados
fue mayor en ratones infectados mientras que la cantidad de un ter-
cero dihidroxilado fue menor respecto a los animales control. Dos
tercios de los metabolitos urinarios corresponden a monohidroxila-
dos, lo cual contrasta con los hallazgos de Buhring [84], quien re-
porté gque en hombre y mono la mayoria son metabolitos dihidroxila-
dos. Esto podria indicar diferencias en el metabolismo de PZQ debi-
das a la especie.

Westhoff y Blaschke [85] determinaron cualitativamente la biotrans-
formacién "in vitro® de PzQ, después de incubar la forma racémica
en microsomas hepdticos de diferentes especies animales, encontran-
do que se formé menor cantidad del enantiémero R-(-)}-PZQ, el cual
es principalmente metabolizado a cis- y trans-4-hidroxiprazicuan-
tel. El enantidémero S-(+)-PZQ es metabolizado principalmente a o-
tros metabolitos monohidroxilades. Sus resultados "in vitro* fueron
corroborados en humanos, observédndo enantioselectividad en el meta-
bolismo. La relacidn R/S varid entre 0.33 y 0.54. y el &rea bajo la
curva para el principal metabolito humano, trans-4-hidroxi-PzQ, fue
14 veces mayor que el area del PZQ.

Se han realizado diferentes estudios con la finalidad de investigar
el efecto de P2Q sobre el metabolismo hepético, asi como el efecto
de enfermedades hepdticas sobre el metabolismo de PZQ. Mostafa y
cols. [B86) estudiaron el efecto del PZQ sobre la actividad de enzi-
mas microsomales, después de administracidn oral (60 mg/kg), en ra-
tones sanos, observdndo que el PZQ no alteré la proteina microsomal
ni la relacidén entre peso del higado y peso corporal, ni la activi-
dad de la enzima NADPH-citocromo c-reductasa pero se observé dismi-
nucién en el contenido de citocromo P450, tanto *in vivo" como *in
vitro*. Cuando el PZQ se administré en dosis repetida durante tres
dias, el contenido de citocromo P450 no se alterdé. En contraste,
Ebeid y cols. [87] observaron, en estudios "in vitro" con hepatoci-
tos aisladogs de ratas sanas, que el contenido de citocromo P450 au-
menta cuando la concentracién de PZQ en el hepatocito alcanza los
100 pg/ml, sin alterar la integridad de las membranas celulares ni
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la viabilidad celular.

Estudios en pacientes infectados con S. japonicum, con alguna pato-
logia a nivel hepético, muestran que las concentraciones de PZQ
inalterado en plasma son mids altas que en pacientes sin dafio hepd-~
tico, a pesar de que la fase de eliminacién no cambia [59]. En un
grupo de 5 nifios con esquistosomiasis urinaria, se observé que el
Area bajo la curva de concentracién plasmAtica aumentdé y la canti-
dad de P2Q inalterado se duplicé en relacién a un grupo control
{881. Estos resultados confirman la importancia que tiene el estu-
diar el efecto de primer paso del PZQ principalmente en pacientes
con enfermedades hepéticas.

En 1989 [89] se publicéd la primera informacidn sobre la cinética de
disposicién de los isémeros de PZQ. Después de la administracién o-
ral de 100 mg/Kg de los enantiémeros de PzZQ y del PZQ como mezcla
racémica, a conejos, los valores de depuracién del PZQ como mezcla
racémica y de los enantidémeros R-{-)~P2Q y S-(+)-PZQ fueron de 52.6
1/h, 50.3 1/h y 174 1/h, respectivamente. Bl ABC del S-{+}-PZQ fue
aparentemente menor que el drea de los otros dos compuestos. Estos
resultados corroboran que existe enantioselectividad en el efecto
de primer paso de PZQ y de sus enantidmeros.

Vasquez y cols. [7] observaron que la administracién simulténea de
PZQ con Dexametasona, corticoesteroide utilizado para prevenir las
reacciones inflamatorias adversas ocasionadas por la destrucciédn de
los pardsitos, en pacientes con NCC, reduce los niveles plasmiticos
de P2Q en aproximadamente 50%, tanto después de una dosis inica co-
mo en dosis miltiple. Posteriormente, Bittencourt y cols. {90}, ob-
servaron una disminucién en los niveles plasmdticos de PZQ en pa-~
cientes epilépticos a los cuales se les administré el farmaco con-
juntamente con carbamazepina o fenitoina; esta disminucién repre-
senté un 90.3% con carbamazepina y un 73.91% con fenitoina. En am-
bos estudios, la vida media de eliminacién de PZQ no se vié altera-
da, a pesar de la disminucién de niveles. Estos resultados parecen
indicar que existe interaccidén a nivel metabdlico de tipo inducti-
vo.

Diekmann y cols. [91] realizaron estudios en los que se observs el
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efecto de cimetidina, ketoconazol y miconazol, inhibidores de cito-
cromo P450, scobre el metabolismo de PZQ en rxata, con la finalidad
de incrementar la biodisponibilidad de PZQ, encontrédndo que en las
preparaciones microsomales el metabolismo se inhibié en un 90%. "In
vivo", la biodisponibilidad de PZQ aumenté por un factor de 2 y 4
con ketoconazol y miconazol respectivamente, a dosis de 25 mg/Kg.
En ratas pretratadas con fenobarbital, el ketoconazol aumentd la
biodisponibilidad en un factor de 2 y el miconazol en un factor de
4. La cimetidina inhibié el metabolismo a dosis de 200 mg/kg. Los
autores sugieren que estos inhibidores podrian suprimir el metabo-
lismo de PZQ en humanos y consecuentemente aumentar la biodisponi-
bilidad y los niveles sanguineos, a dosis terapéuticas usuales,

II.4.2.5. ELIMINACION.

Tanto el PZQ como sus metabolitos se eliminan répidamente por via
renal, en ratas, perros, mono y humano. Mis del 80% de la radiacti-
vidad de P2Q marcado administrado por via intravenosa, es eliminado
en 24 horas. La vida media de eliminacién en perro es de 3 hrs.
Dado que cantidades traza de f4rmaco inalterado son excretadas en
orina, bilis, pared intestinal y heces (0.3% en ratén y 0.1% en bo-
rrego), esto podria sugerir que existen metabolitos activos en las
excreciones en vista de su alta efectividad contra céstodos intes-
tinales.

En el hombre, la eliminacidén renal es mayor al 80% en 4 dias y de
este porcentaje, mas del 90% se excretd en 24 horas. La vida media
de eliminacién en hombre es de 1.0 a 1.5 hrs, después de una dosis
dnica y para los metabolitos de 4 a 5 horas. Priacticamente no se
encontré PZQ inalterado por excrecién. {57,71,79,80). La mayoria de
los metabolitos son productos hidroxilados y algunos son conjugados
de los Acidos glucurénico y sulfirico. Se han detectado pequefias
concentraciones de PZQ (menores del 10 a 20% de las de plasma) en
bilis, heces y leche [1,57].

39



II.4.2.6. TOXICIDAD.

El PZQ es bien tolerado en humanos y parece no tener toxicidad a
largo plazo. En algunos estudios se ha observado la presencia de
efactos colaterales como son trastornes abdominales, particularmen-
te dolores y nalsea asf{ como malestar, cefaleas ¥y vértigo; estos e-
fectos son pasajeros Yy estén relacionados con la dosis.
Ocasionalmente se produce fiebre, eosinofilia y erupciones cuténeas
[541.

En pacientes con deficiencia de glucosa-6-fosfato~hidrogenasa o con
hematoglobinopatias, se han observado los sintomas usuales. No se
ha reportado que exista interaccién con alcohol, tabaco o algtn
constituyente de la dieta [92].

Los ensayos de toxicidad aguda en ratén, rata, conejo y perros bea-
gle después de administracién oral y en ratones y ratas después de
administracién parenteral muestran que el intérvalo terapéutico es
muy amplio. La Dosis letal 50 (DLs,) varia dependiendo de la ruta
de administracién entre 795 mg/kg y 16000 mg/kg. En ratones infec-
tados con £. mansoni, se encontraron los mismos valores de DL, gue
en animales sanos. No se dispone de datos sobre toxicidad en el
hombre [71,93].

Los ensayos para detectar efectos mutagénicos, carcinogénicos y te-
ratogénicos, realizados de manera cuidadosa e intensa, han sido ne-
gativos (57,71]. Sin embargo, otros estudios han mostrado que el
PZQ aumenta el indice de abortos en ratas tratadas con dosis 3 ve-
ces superiores a la dosis Gnica en humanos {categoria B para emba-~
razo seguin la FDA} {93]. En humanos no se han realizado estudios a-
decuados y bien controlados.

Estudios recientes utilizando nicleos aislados de higado de hémster
muestran que el P2Q es capaz de inhibir la sintesis de RNA, a pe-
sar de que el efecto es reversible {94]. En otros estudios, utili-
zando células *in vitro*, se observd que el PZQ aumenta la activi-
dad mutagénica de otras sustancias como el benceno; *“in vivo* se
observé que aumenta y desvia la ruta metabdlica del benceno, de ma-
nera gue los metabolitos producidos aumentan la frecuencia de mi-
cronGcleos en eritrocitos policromdticos de médula Ssea, es decir,
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el PZQ aumenta la actividad clastogénica del benceno a pesar de gue
el P2Q por gi mismo no es clastdgeno [95].

II.4.3. PREPARADOS.
El PZQ se administra por via orxal en forma de tabletas de 150 mg,
300 mg y 600 mg [86].

I1.4.4. USCS TERAPEUTICOS.

El PZQ es bien tolerado, seguro y efectivo cuando se administra en
una a tres dosis al dia tanto para infecciones simples como mixtas
por todas las especies de esquistosomas que infectan al hombre. Con
la excepcidn de la fasciolasis, el P2Q también resulta muy Gtil pa-
ra infecciones por otros tremdtodos y céstodos que afectan al hom-
bre, incluyendo infecciones por Clonorchis sinensis vy las cisticer-
cosis causada por el estadio larvario de la Taenia so.lium 11,54,93,
95}).

A pesar de que el P2Q estd aprobads en los EE. UU. para el trata-
miento de todas las especies de esquistosomiasis humana, en otros
paises se emplea para infecciones por tremftodos. Aungue los esque-
mas de dosificacién pueden variar, los mds comunmente empleados se
muestran en la tabla IV {1,54].
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TABLA IV. Usos terapéuticos ‘del Prazicuantel [1,54].

PARASITO DOSIS EFECTIVIDAD

CESTODOS

Intestinales:

Taeniasis

Taenia saginata 10-20 mg/Kg/1 dosis 99%

Taenia solium 10-20 mg/Kg/1 dosis 99%

Difilobotriasis

Diphylobothrium latum 10-20 mg/Kg/1 dosis 95.3%

Himenolepiasis

Hymenolepis nana 25 mg/Kg/l dosis 92%

Equinococosis

Echinococcus granulosus bajo investigacién

Neurocisticercosis 50 mg/Kg/dia en 3 dosis 90%
15-30 dias

TREMATODOS

Trematodos hemdticos

Schistosoma haematobium 40 mg/Kg/1 dosis 95%

S. mansoni 20 mg/Kg/ 3 veces/dia/l dia 95%

S. japonicum 20 mg/Kg/2-3 veces/dia/1 dia 90%

S. intercalatum 40 mg/Kg/1 dosis 89%

S. mekongi. 20 mg/Kg/3 veces/dia/l dosis

Tremitodos intestinales.

Pasciolopsisi buski . 25 mg/Kg/3 veces dia/l dosis

Heterophyes heterophyes 25 mg/Kg/3 veces dia/l dosis

Metagonimus yokogawai 25 mg/Kg/3 veces dia/l1 dia

Tremdtodos hepdticos

Clonorchis sinensis 25 mg/Kg/3 veces dia/2 dias 100%

Opisthorchis felineus 25 mg/Kg/3 veces dia/l dia 100%

Q. viverrini 25 mg/Kg/3 veces dia/l dia 96%

Fasciola hepatica 25 mg/Kg/3 veces dia/2 dias

Tremitodos pulmonares
Especies de Paragonimus

25

mg/Kg/3 veces dia/l-2 dias
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II.4.5. METODCS PARA LA CUANTIFICACION DE PZQ EN FLUIDOS BIOLOGICOS

Se han reportado diferentes métodos para la cuantificacién de PzQ
en fluidos bioldgicos como plasma, suero, orina, leche materna y
recientemente en fraccién microsomal de higado de rata.
Considerando que estos métodos ya han sido descritos en otros tra-
bajos [97,98], se mencionardn brevemente:

- Método £luorométrico, reportado por Putter y cols. en 1979 [59],
utilizado para determinar PZQ en plasma, orina y leche materna., A
pesar de ser muy sensible, 3ng/ml en plasma y 4 ng/ml en leche,
presenta algunas desventajas: es muy laborieso, utiliza S ml de
£luido bioldgico y consume mucho tiempo.

- Método por Cromatografia de gases desarrollado por Diekmann (100]
para determinar PZQ en plasma y orina. El limite de deteccion es de
10 ng/ml.

- Método radiométrico desarrollado por Patzschke y ¢ols. (79] para
determinacion en érganos y fluidos biolégicos, Es muy sensible, sin
embargo, mide radiactividad total de PZQ y requiere disponer de la
molécula marcada con CH.

- Métodos por CLAR:

- Xiaoc y cols. [101] desarrollaxon un método por CLAR, relativa-
mente sencillo y rdpido para cuantificar PZQ en suero; el rango de
linealidad es de 0.05 - 8 ng/ml con un limite de sensibilidad de
2.5 ng/ml ¥y un coeficiente de variacién de 2.6% a la concentracién
de Sng/ml, Posteriormente el autor llevd a cabo pequefias modidifi-
caciones en el método con la finalidad de cuantificar el principal
metabolito humanc de PZQ, 4-OH-PZQ ([59]) utilizando gradiente de
elucién.

- Mandour Yy cols. [102] reportan un método para determinar PZQ en
suero o plasma con una sensibilidad de 3 ng/ml y un rango lineal
de 0.3 - 2 pg/ml. A diferencia de los otros métodos que utilizan
como estandar interno un homélogo de P2Q, ellos usan diazepam.

- Westhoff y Blaschke {85] describen un método en suerc para deter-
minar simultédneamente PZQ y 4-OH-PZQ, principal metabolito de PZQ
en humanos, en fase reversa asi como los enantidmercs de PZQ y del
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trans-4-OH-PZQ sobre una fase estacionaria quiral. El método fue
aplicado para la determinacién cualitativa de varios metabolitos
monohidroxilados de PzZQ, obtenidos después de incubar PZQ racémico
en fraccidén microsomal de higado de varias especies animales.
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IX.5., PARMACOS ASOCIADOS A LA ADMINISTRACION DE PRAZICUANTEL:
DEXAMETASONA .,
Uno de los factores envueltos en la patologia de la neurocisticer-~
cosis es la respuesta inmune individual al pardsito que varia desde
inmuno-tolerancia hasta respuesta inflamatoria severa y edema cere-
bral. La reaccidn inflamatoria que se desarrolla alrededor del cis-
ticerco es causada principalmente por linfocitos, células plasméti~
cag y eosindfilos y es la responsable de la destruccidn del pardsi-
to que ocurre con el tiempo {[103].
Durante el tratamiento de la NCC con PZQ muchog pacientes presentan
cefalea, nausea, vémitos o exacerbacién de crisis convulsivas. Es-
tas manifestaciones se encuentran directamente relacionadas con la
efectividad del firmaco ya que se deben a la intensa respuesta in-
flamatoria que desarrolla el huésped frente a la muerte de los cis-
ticercos. Generalmente son pasajeras y pueden ser tratadas con a-
nalgésicos, antieméticos o antiepilépticos cuando las reacciones no
son fuertes y con esteroides cuando éstas son muy severas {2).
Aunado a la inflamacién, se ha observado edema alrededor de los
cisticercos, hidrocefalea obstructiva, hipertensidn intracraneal y
desplazamiento por efecto de masa. Estas complicaciones causan, en
muchoa casos, mds disturbios neurolégicos cque el pardsito mismo
{103]. Existe gran controversia sobre la administracién conjunta de
- PZQ con esteroides, algunos autores recomiendan el uso simulténeo
de dexametasona (8mg/8 h IV; 12mg/dia oral} [77), otros, previo o
durante el tratamiento de la enfermedad o bien, ambos y unos mds,
durante y después del tratamiento {4 mg/6 h oral, 2 meses previos
¥ 4 meses después) [6,104,105). Algunos no recomiendan su uso
[106}. En el IMNN se recomienda administrarlo sdlo en caso de
reacciones adversas severas pero no como medida preventiva, ya que
muchos pacientes no las presentan o las que presentan son muy leves
¥ pueden ser tratadas con analgésicos comunes o con antiinflamato-
rios no esteroidales {2,6]1. En algunos casos se ha utilizado la
prednisona en dosis de 30 mg/dia, via oral, durante el tratamiento
y en dosis de 50 mg/dia/3 meses después del tratamiento (6,78].
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IX.6. DEXAMETASONA.

La dexametasona es un glucocorticoide sintético con potentes efec-
tos antiinflamatorios e inmunosupresores y variados efectos metabé-
licos propios de los corticoesteroides.

IX.6.1. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS [56,107]).

NOMERE QUIMICO: 9a-fluoro-118,17a,21-trihidroxi-l6a-matilpregna-
1,4-dieno-3,20-diona.

SINONIMOS: Alin, Decadrém, Decadronal, Dexal, Dibasona.

PORMULA CONDENSADA:  CpH;,FOs

FORMULA DESARROLLADA : 21

CH,OH
|
20 c=0
CH3 --0OH
HO - CHa
CHy
0
PESO MOLECULAR: . 392.45

APARIENCIA: polvo cristalino, color blanco a blanco amarillento,
inodoro.

PROPIEDADES CRISTALINAS: Se han observado 2 formas cristalinas (A
¥ B), las cuales tienen la misma solubilidad en agua y la misma
temperatura de descomposicién, pero muestran diferencias en el pa-
trén de difraccién de ravos X. La forma B es la usualmente encon-
trada. No hay formacién de solvatos ni modificaciones polimérficas

a partir de dexametasona cristalizada de acetona, cloroformo y eta-
nol.
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ESPECTRO ULTRAVIOLETA: Se han reportado en la literatura los si-
guientes datos:

Solvente Maxima EMa (&)

Metanol 240 rmm 355(13,920)

Ketanol 238 nm 392(15,400)

Metanol 240 nm 380-410

A;S04 conc. 262 mm 444

H,S04 conc. 305 nm 308

ROTACION OPTICA: El1l rango obtenido a 25°C en di se tra

entre +75 y 80°.
SOLUBILIDAD: Se han reportado los siguientes datos de solubilidad:

Solvente Temperatura Solubilidad
Agua destilada 379C 11.6 mg/100 ml
Agua destilada 25°C 8.4 mg/100 ml
Agua desgtilada 250C 10.0 mg/100 ml
Miristato de isopropil 37°C 23.3 mg/100 ml
Aceite mineral 370¢ 0.01 mg/100 ml
Etamnol - 1 en 42
Cloroformo - 1 en 65
Acetona - soluble
Eter - ligeramente soluble
Acetato de etilo 25°C 4.1 mg/g
Piridina - aproximadamente 10%

PUNTO DE FUSION: Entre 250-272°C. El valor depende tanto de la ve-
locidad de calentamiento como del grado de molido del polvo.
ESTABILIDAD: El sélido es estable al aire pero debe ser protegido
da la luz. Las soluciones de DMZ pierden 50% de la cadena C-17 -
cetel en 6-8 minutos en presencia de catalizadores bisiceos. En
preparados farmacéuticos tiene excelente estabilidad.

II.6.2. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS.

Los corticoesteroides (CB), como otras hormonas esteroideas, indu-
cen la sintesis de protefnas y suprimen la secrecién de ACTH. Los
CE se clasifican en glucocorticoides (GCE) y mineralocorticoides
(MCE) dependiendo de su potencia relativa sobre el depésito de glu-
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cégeno hepdtico y sobre la retencién de sodio (Na*) respectivamen-
te. -

El cortisol, prototipo de los GCE, es muy potente en cuanto al de-
pésito de glucdgeno en el higado pero débil en cuanto a la reten-
cién de Na'. La dexametasona es un GCE sintético de estructura si-
milar a la prednisolona, con un grupo metilo adicional en la posi-
¢ién 16 ¥y un Atomo de Flior en la posicién 9. Estas modificaciones
aumentan la actividad antiinflamatoria y disminuyen los efectos mi-
neralocorticoides.

Los efectos de los corticoesteroides (CE) son numerosos y de amplio
alcance. Influyen sobre el metabolismo de los carbohidratos, las
proteinas y los lipidos, sobre el equilibrio de los electrolitos vy
agua y sobre las funciones del aparato cardiovascular, rifién, mis-
culo esquelético, sistema nervioso y otros &rgancs y tejidos.
Ademds, confieren al organismo la capacidad de resistir a diversos
tipos de estimulos nocivos y modificaciones ambientales [108].
Los efectos de los CE sobre el metabolismo de carbohidratos y pro-
teinas comprenden el disminuir la utilizacién periférica de la glu-
cosa y estimular el almacenamiento como glucdgeno para proteger las
funciones cerebrales dependientes de la glucosa. Los GCE promueven
la gluconeogénesis mediante acciones periféricas y hepaticas. En
forma periférica, movilizan los aminodcidos de diversos tejidos ha-
cia el higado, donde inducen la sintesis de enzimas que participan
en la gluconeogénesis y en el metabolismo de los amincdcidos [109].
Se han establecido dos efectos de los CE sobre el metabolismo de
los lipidos. El primero es la notable redistribucién de grasa que
se produce en el hipercorticismo, el otro es la facilitacién del e-
fecto de agentes adipoquinéticos para inducir la lipdlisis de los
triglicéridos del tejido adiposos [108].

Los CE ejercen accicnes importantes sobre los diversos elementos
del sistema circulatorio, incluyendo los capilares, las arteriolas
y el miocardio. Los GCE tienden a incrementar la concentracidén de
hemoglobina ¥ el ndmero de eritrocitos de la sangre. Debido a que
retardan la eritrofagocitosis, la frecuencia de policitemia es ma-
yor; también afectan a los leucocitos circulantes {110}.
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Los CE afectan el SNC en diversas formas indirectas; en particular
mantienen concentraciones plasmAticas normales de glucosa, una cir-
culacidén adecuada y el equilibrio normal de electrdlitos en el or-
ganismo. Influyen sobre el estado de 4nime, la conducta, el elec-
troencefalograma y la excitabilidad cerebral [111].

Una de las funciones mis importantes de los GCE es su accién anti-
inflamatoria. Los GCE tiene la capacidad de prevenir o suprimir el
desarrollo de las manifestaciones de la inflamacién. Iniben la res-
puesta inflamatoria cualquiera que sea el agente causal: radiante,
mecédnico, guimico, infecciosos o inmunolégico. .
Inhiben la inflamacidn durante todo su proceso, desde la formacién
de edema, depdésito de fibrina, dilatacién capilar, migracidn de
leucocitos hacia el drea inflamada y actividad fagocitaria, las ma-
nifestaciones posteriores (proliferacidn de capilares y fibroblas-
tos y depdsito de coldgeno), hasta la cicatrizacién,

Muchos de los mecanismos involucrados en la supresién de la infla-
macién no han sido aclarados. Se ha demostrado gue los GCE inhiben
la capacidad de los leucocitos y monocitos macréfagos para elaborar
diversas sustancias quimiotdcticas asi como factores que interwvie-
nen en la mayor permeabilidad capilar, vasodilatacidn y contraccidn
de diversos misculos lisos no vasculares {108,112).

Los GCE también son utilizados en el tratamiento de enfermedades
que resultan de reacciones inmunes indeseables; desde aquellas re-
sultantes de la inmunidad humoral hasta las mediadas por mecanismos
de inmunidad celular, como los transplantes de érganos. Las accio-
nes inmunosupresoras y antiinflamatorias estdn intimamente ligadas
porque son el resultado de la inhibicién de las funciones especifi~-
cas de los leucocitos.

A pesar de ser inmunosupresores, no disminuyen la concentracidén de
anticuerpos, no eliminan log estados de inmunidad humoral o celular
sino que impiden sus manifestaciones a través de la destruccidn de
la comunicacién intracelular entre los leucocitos, interfiriendo en
la produccidn o funcidn de las linfoquinas [112]
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Ir.6.2.1. MECANISMO DE ACCION.

En muchos tejidos los CE reaccionan con las protefnas receptoras en
el citoplasma de las células blanco foxrmando un complejo receptor-
esteroide, Este complejo sufre una modificacién, como lo indica el
aumento en su constante de sedimentacidén, y luego se traslada al
nicleo donde se fija a la cromatina y regula la transcripcién de
genes especificos. La mayoria de las veces la transcripcién es in-
crementada como lo muestra la mayor cantidad de RNAm especifico.
Sin embargo, los GCE tambien reducen la transcripcién de algunos
genes, por ejemplo, el gen de la propiomelanocortina gue codifica
la ACTH.

La fijacidén de los CE a sus receptores provoca la disociacidn de
una proteina fosforilada de funcidn desconocida, la cual desempefia
un papel importante en la transformacién del receptor, permitiendo
que el complejo hormona-receptor llegué a su destino intranuclear
o reaccione en forma efectiva con el DNA [108,110]).

IX.6.2.2. ABSORCION.

Degpués de adminigtracién oral, la dexametasona se abgorbe casi por
completo, reportdndose una biodisponibilidad del 78% {113]. Los e-
fectos mas prolongados se obtienen después de administracidn intra-
muscular de suspensiones del fdrmaco o de sus ésteres, y las con-
centraciones mdximas se alcanzan en 1 hora [108]. Los GCE son ab-
sorbidos en los sitios de aplicacidn local, como espacios sinovia-
les, tejido conjuntival y piel [108,110].

II.6.2.3. DISTRIBUCION. .

Después de administracidén intravenosa de 6.6 mg, la cinética de DMZ -
se ajusta a un modelo de 2 compartimientos, con un volumen de dis-

tribucidn de 0.82 1/Kg. La unién a proteinas esg de 68% * 3% sin que
se modifique durante el embarazo [113].

Se han realizado estudios de la distribucién de DMZ en eritrocitos,

encontrdndose que la relacidn sangre/plasma es de 0.8B.
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II.6.2.4., METABOLISMO.

La reduccién del doble enlace entre las posiciones 4 v 5 de los es-
teroides corticosuprarrenales se lleva a cabo en sitios hepAticos
y extrahepéticos. La posterior reduccién del grupo cetona del C 3
a hidroxilo sélo ha sido observado en higado. La mayor parte de los
metabolitos reducidos forman sulfatos o glucurdnidos solubles en
agua que son excretados como tales. Esta reacciones de conjugacidén
se producen principalmente en higado y en cierta medida en el rifién
{108]1.

Se han realizado algunos estudios sobre el efecto de inductores en-
zimAticos en el metabolismo de DMZ, observéndose que el pretrata-
miento con fenobarbital produce un incrementn de 88% en la depura-
cidén plasmética hepdtica de DMZ. Asi mismo, después de administrar
difenilhidantoina, la depuracién aumenté en 140% [114].

Se ha demostrado que la DMZ puede actuar como inductor enzimético
a nivel de citocrdmo P450 en isoenzimas individuales, especifica-
mente en la subfamilia IIIA,, la gue también es inducida por feno-
barbital y triamcinolona en humanos (50].

IX.6.2,5. ELIMINACION.

Después de administracién intravenosa de DMZ en voluntarios, se re-
cupera en orina el 64% de la reactividad total en 24 horas. Después
de administracién oral de DMZ marcada, se excreta 15% de la radiac-
tividad total en 4 horas; aproximadamente 50% de la radiactividad
excretada se encuentra en forma conjugada, probablemente glucuréni-
dos y 50% en forma no conjugada.

Después de administrar 6.66 mg por via intravenosa, el poxrcentaje
excretado en orina en 24 horas, en forma inalterada, fue de 2.6% y
la depuracién renal fue de 6.88 ml/min [113,115].

En el ser humano la excrecién fecal y biliar carece de importancia
cuantitativa [115].

Considerando que el 97% de la dosis administrada de DMZ se elimina
por via hepAtica, se ha calculado que la depuracién plasmética he-
pética de DMZ es de 239 ml/min. La depuracién plasmitica observada,
después de administracién intravenosa fue de 3.7 % 0.9 ml/minuto/Kg

51



y el tiempo Qe vida media para DMZ inalterada oscila entre 2.3 y
3.4 horas (113].

En pacientes bajo monoterapia con difenilhidantoina, se ha observa-
do que los niveles urinarios de DMZ total y conjugada aumentan con-
siderablemente en relacién a los niveles en sujetos normales. Asi
mismo, Kébberling [116) obsexvd que tanto la difenilhidantoina como
la carbamazepina inhiben el efecto de la dexametasona en la supre-
sién de corticoesteroides urinarios.

I1.6.2.6. TOXICIDAD.

En el uso terapéutico de los CE se han detectado dos categorias de
efectos: los que resultan de la suspensién del agente y los causa-
dos por el uso continuo de dosis elevadas. La suspensién demasiado
brusca de los corticoesteroides luege de una terapia prolongada,
produce insuficiencia suprarrenal, presenténdose un sindrome carac-
terizado por fiebre, mialgia, artralgia, malestar y en algunos ca-
sos puede observarse la presencia de un pseudotumor cerebral con
papiledema.

La terapia prolongada puede dar como resultado la supresién de la
funcién hipofisiaria-suprarrenal que retorna lentamente a la norma-
lidad. Las complicaciones generales que resultan de la terapia pro-
longada son: alteraciones hidroeléctricas, hipertensién, hipergli-
cemia ¥y glucosuria, mayor susceptibilidad a las infecciones inclu-
yendo, tuberculosis, dlceras pépticas con sangrado o perforacién,
osteoporosis, miopatia, alteraciones de la conducta, ca-taratas
subcapsulares posteriores y hdbito de Cushing.

La mayor susceptibilidad a las infecciones que se observa en pa-
cientes tratados con CE no es especifica para ningmin patdgeno bac-
teriano o fiingico en particular.

Dosis elevadas de CE ocasionalmente producen miopatias.

Las alteraciones de la conducta pueden tomar diversas formas, in-
cluyendo nerviosismo, insomnio, variacién del estado de dnimo y de
la conducta y psicopatias de tipo maniaco-depresivo. o esquizofréni-
co. Las tendencias suicidas son frecuentes.
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En.nifios se ha observado la apara.c:.én de cataratas subcapsulares
posteriores.: A k

La osteopo:osis y las fracturas vertebrales por compres:.én son com-
plicaciones frecuentes y graves de la cerup:.a ‘con! cortxcosteto:.des
[108,110]).

IT1.6.3. PREPARADOS FARMACEUTICOS. G
La dexametasona se puede administrar.por’diferentes vias en forma
de diferentes sales, asi como en comb:.nac:.én co otros fdrmacos co-~
mo antibidticos, antisépticos, fungicidas, antimflamator:.os no es-
teroidales, analgésicos y otros.

Las principales sales de DMZ son: 21-Acetato de DMZ; terbutilaceta-
to de DMZ; 21-fosfato de DMZ; 2L-fosfato disédico de DMZ; 21-isoni-
cotinato de DMZ.

Las presentaciones comprenden: Tabletas orales desde 0.5 mg hasta
8 mg; grageas de capa entérica de 0.5mg; cédpsulas de 0.15 y 0.5 mg;
preparados tépicos en concentraciones desde 0.01% hasta 0.2%; gotas
oftdlmicas, nasales y 6ticas al 0.1%; inyectables desde 4 hasta 24
mg/ml y preparados de inhalacién oral o nasal con 100 pg/ml [96].

II.6.4. USOS TERAPEUTICOS.

Con excepcién de la terapia de reposicién en los estados de defi-
ciencia, el uso de los CE y sus congéneres es en gran medida empi-
rico. Cuando los CE deben ser administrados durante periodos pro-
longados, debe emplearse la menor dosis que permita alcanzar el e-
fecto deseado. Esta dosis debe establecerse en forma empirica.
Cuando el objetivo de la terapia es el alivio de sintomas dolorosos
o molestos no asociados con una enfermedad que presupone un riesgo
mortal inmediato, por ejemplo en el caso de artritis reumatoide, la
dosis inicial debe de ser pequefia y se incrementa gradualmente has-
ta que el dolor se haya reducido a niveles tolerables. La dosis de-
be de ser reducida en forma gradual con intervalos frecuentes hasta
que el desarrollo de sintomas mds intensos indique que se ha encon-
trado la dosis minima aceptable. Cuando el riesgo de la enfermedad
es mortal deberi iniciarse con dosis altas y la dosis debe reducir-
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se bajo estricto control médico [108,110]}.

En enfermedades endocrinas los principales usos son:

~Terapia de reposicién: insuficiencia suprarrenal primaria o se-
cundaria ya sea en forma aguda o crénica.

-Hiperplasia suprarrenal congénita.

En enfermedades no endocrinas el uso es muy amplio y sélo se men-
cionan las pateologias mas comunes, las cuales gon usualmente trata-
das con glucocorticoesteroides:

-Artritis y sus manifestaciones inflamatorias, carditis reumitica,
enfermedades renales, enfermedades del coldgeno, enfermedades alér-
gicas, asma, enfermedades oculares, enfermedades de la piel, enfer-
medades del tracto gastrointestinal, edema cerebral, procesos ma-
lignos, enfermedades hepAticas.

-Otras enfermedades: sarcoidosis, trombocitopenia, anemia hemoliti-
ca con prueba de Coombs positiva, en trasplantes de érganos en el
momento de la cirugia.

~Aplicaciones diagnésticas: los congeneres sintéticos del cortisol
reducen la excrecién urinaria de los metabolitos de este compuesto
inhibiendo la liberacién de ACTH por la hipéfisis. La administra-
cion de DMZ (0.5 gr/6 h/2 dias) suprime la excrecién de los metabo-
litos del cortisol en personas normales pero no suprime los este-
roides urinarios en personas con el sindrome de Cushing [96,108,
110].
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III. PARTE EXPERIMENTAL

III.1. METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE PRAZICUANTEL
EN HOMOGENADO DE HIGADO DE RATA.

III.1.1. MATERIAL Y EQUIPO.

*Balanza analitica electrénica Sartorius modeloc 1801 MP8.
*Centr{fuga Beclkman Modelo TJ6, con refrigeracién.
*Centrifuga Beckman Modelo J21iC.

*Agitador Sybron Thermolyne tipo 16700 Maxi Mix.

*Bafio de agua con temperatura y agitacidén constante modelo BT25,
Yamato Scientific Co., Ltd., Japan.

*Potenciémetro Beckman modelo 41.

*Ultrasonido Bransonic modelo PC-620R.

*Guillotina para animales de laboratorio.

*Homogeneizador de vidrio con pistilo de teflén, conectado a un mo-
tor Rodine, tipo NSE-11R, Greiner Sci. Corp., N.Y., EUA. Thomas
Sei. Co., N,J., EUA,

*Cromatégrafo de Liguidos de Alta Resolucién Beckman (Fullerton,
CA, EUA) equipado con:

2 Bombas isocrAticas modelo 110B.

Detector UV-VIS de longitud de onda variable modelo 164.

Controlador de f£lujo modelo 240.

VAlvula de inyeccidn con loop de 20 ul.

Integrador modelo 427.
*Espectrofotdémetro UV-VIS VARIAN modelo DMS 80.

III.1.2. REACTIVOS.

Estandar secundaric de prazicuantel {PZQ) donado por Bayer de Méxi-
co (D.P., México).

Estandar Interno, 2-cicloheptil andlogo de prazicuantel, donado por
E. Merck (Darmstadt, Alemaniaj.

Estandar de Fenobarbital sédico.

Hidréxido de sedio, R. A., J. T. Baker.

Fosfato de potasio monobAsico, R. A., J. T. Baker.
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Fosfato de potasio dibésico, R. A., J. T. Baker.
Posfato de sodio dibasico anhidro, R..A., J. T. Baker.
Sulfato de sodio anhidro, R. A., J. T. Baker.

Cloruro de potasio, R. A., J. T. Baker.

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

Acetato de etilo, R. A., J. T, Baker.

Bter isopropilico, R. A., J. T. Baker.

Metanol, R. A., J. T. Baker.

Acetonitrilo, grado cromatografico, J. T. Baker.

III.1.3. PREPARACION DE LA FRACCION SOBRENADANTE 10,000 X g.

Se utilizaron ratas macho adultas de la cepa Wistar, con peso entre
200-250 g, a las cuales se les administré fenobarbital sédico en
dosis de 50 mg/Kg de peso durante 6 dias, por via intraperitoneal.
Los animales fueron sacrificados por decapitacién después de un a-
yuno de 18 horas. El higado fue separado y lavado con solucién de
cloruro de potasio 1.15%, sumergido en un bafio de hielo. El tejido
fue pesado, triturado y homogeneizado afiadiendo solucién amortigua-
dora de fosfatos 0.01 M (pH=7.4} y tritém X-100 al 5 %, respecto al
volumen por homogeneizar, para obtener un ho-mogenado al 10%. El
homogenado fue centrifugado a 10000 X g durante 20 min., a -5°C
{figura 4).

III.1.4. SOLUCIONES.

- Soluciones estandar de Prazicuantel en acetona: pesar 10 mg del
farmaco, disolver y aforar con acetona a 10 ml. A partir de esta
solucién hacer las diluciones necesarias en acetona para obtener
concentraciones de 4.0, 2.0, 1.0, 0.5, 0.25 y 0.125 pg/ml.

- Soluciones estandar de prazicuantel en homogenado de higado de
rata (10%): pesar 10 mg del farmaco, disolver con 0,5 ml de acetona
y aforar con homogenado 10% (diluido 1:5 con solucién amortiguadora
de fosfatos 0.01 M) . De esta solucién, se hacen las diluciones ne-
cesarias para obtener concentraciones de 4.0, 2.0, 1.0, 0.5, 0.25
y 0.125 pg/ml aforando con solucién amortiguadora de fosfatos 0.01
M (pH=7.4).
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- Solucién de estandar interno: pesar 1.0 mg del compuesto, disoi-
ver con acetonitrilo~-agua 50:50 {(v/v) y aforar a 10 ml; tomar 1 ml
de esta solucién y diluirlo a 10 ml con la misma fase [10 pg/ml).
- Solucién acuosa de hidréxido de sodio 0.2 M.

- Solucién acuosa de hidréxido de sodio 0.8 M.

~ Solucién acuosa de Cloruro de potasio 1.15%.

- Solucidn amortiguadora de fosfatos (SAF) 0.05 M, pH=5.0, prepara-
da con fosfato de potasio monobdsico y fosfato de potasio dibéasico,
ajustar el pH con solucidén de hidréxido de sodio 0.8 M,

-~ Solucién amortiguadora de fosfatos (SAF) 0.01 M, pH=7.4, prepara-
da con fosfato de potasio monobdsico y fosfato de sodio dibdsico,
ajustar el pH con solucién de hidréxido de sodio 0.8 M.

IXI.1.5. PREPARACION DE LA MUESTRA.

A 2 ml de homogenado se le adicionan 100 pl de estandar interno
(10tg/ml] a las concentraciones de 2 y 4 |g/ml; a las concentracio-
nes de 1.0, 0.5, 0.25 y 0.125 Ug/ml, se les adiciond 50 Ul de es-
tandar interno. Se agita suavemente en vortex durante 3 seg. y se
alcaliniza con 1.0 ml de solucién de hidréxido de sodio 0.2 M; nue-
vamente se agita durante 15 s y se extrae pasando la muestra por un
cartucho Sep-Pak C;;. El cartucho se activa con 5.0 ml de metanol,
R.A. ¥ 5.0 ml de solucién amortiguadora de fosfatos 0.05M (pH=5.0).
Los compuestos se eluyen dos veces con 3 ml de mezcla de acetato de
etilo-éter isopropilico, 30:70 (v/v). Las dos fracciones recolecta-
das se secan con sulfato de sodio anhidro y se evaporan a sequedad
en tubos cénicos en bafio de agua a 25°C bajo corriente de nitrége-
no. Los residuos se disuelven en 100 pl de fase mévil y se inyectan
alicuotas de 20 {1l en el cromatégrafo de liquidos de ‘alta resolu-
cién.

Después de pasar las muestras por el cartucho Sep-Pak, este es la-
vado con 20 ml de agua, 8 ml de metanol y 20 mi de buffer de fosfa-
tos (pH=5.0).

En la figura 5 se presenta el diagrama del método utilizado.
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III.1.6. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS.

columna C,, Ultrasphere ODS (250 mm x 4.6 mm I.D., tamafic de parti-
cula 5 pm) (Beckman Instruments, San Ramon, CA, EUA).

Fase m6vil: acetonitrilo-agua 50:50 {v/v).

velocidad de flujo: 1.5 ml/min.

Longitud de onda: 217 nm.

Velocidad de carta: 0.25 cm/min.

Sensibilidad del detector: 0.005 aufs.
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Ratas macho Wistar de peso
prromedio entre 2802390 ¢

|

Fenobarbital scdioco via
intraperitoneal
D= 6@ mg/kuw/6 dias

l

168 horas de agyuno
antes del saorificio

1

Homogeneizar al 18% ocon solucion
amortiguadora de fosfatos CNa'/K*
@.01M, pH=?.4

1

Centrifugar a 10,0980 x g
durante 20 min <¢-35°C)

|

Separar &1 sobrenadante

Figura 7. Esquema de preparacion del
homogenado de higado ade
rata.
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2 Ml de Muestra bioldgica
+
180 molcCimog) de estandar interno
+
1 Ml de NaOH @.2N

Agitar y centrifugar

Pasar poy Cartucho Sep—Pak

Lavar con 2@ ml de molucion amorti-—
guadora de fosfatos pH=3.0 <Q.085M

Eluir con mezcla de acetato de etilo:
éter—isopropilico 38178 Cv/v2

2 x 3ml

15|c|r con Na S0,

Evaporar baJjo corriente de nitrdgeno
en bafo wmaria

|

Reconstituir ¢l residuo con 108 mcl
de fase Movil Acetonitrilo:fgua
<S5@: 3@, v/v)>

Figura 8. Esquema del umétodo analitioco
para la cuantifioaoidn de PZO en homo-
genado de higado de rata.
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IIT.1.7. LINEALIDAD. .

Con la finalidad de conocer si la relacion altura PzZQ/altura Estan-
dar interno era lineal, se prepararon 3 curvas en homogenado en un
rango de concentracién de 0.125 a 4.0 ug/ml y se trabajaron si-
guiendo el procedimiento descrito en la figura 5. Para cada una de
las curvas se determind el coeficiente de correlacién, la pendiente
y la ordenada al origen.

IIT.1.8. REPETIBILIDAD.

Se prepararon 6 curvas en homogenado, en aos dias diferentes, en el
rango de 0.125 a 4,0 pug/ml, con la finalidad de obtener los coefi-
cientes de variacién intra e inter dia para cada concentracién.

III.1.9. EXACTITUD,

Se prepararon 3 curvas en acetona en el rango de concentracién de
0.125 a 4.0 pug/ml; alicuotas de 2 ml fueron evaporadas a sequedad
en tubos cénicos bajo corriente de nitrdégeno.

Se prepararon 3 curvas en homogenado en un rango de 0.125 a 4.0
Hg/ml y las muestras fueron tratadas como se indica en la figura 5.
Se obtuvieron los porcentajes de extraccién promedio para cada con-
centracién asi como el coeficiente de variacién.

IIT.1.10. SELECTIVIDAD.

Con el fin de observar si compuestos endégenos interferian en la
determinacién de PZQ, se prepararon muestras blanco (sin férmaco),
asi como muestras conteniendo dexametasona.

IIT.1.11. CONCENTRACION MINIMA DETECTABLE.

Se prepararon 3 curvas en homogenado en un rango de concentracidén
de 15.62 a 125 ng/ml de acuerdo a la figura 5, con la finalidad de
diferenciar la sefial del ruido de fondo.
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III.1.12, ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.

Debidoe a que las fracciones tisulares pierden actividad enzimitica,
ain almacenadas en congelacién a -70°C [20,36,43), y debido a las
condiciones experimentales de los estudios de metabolismo *in vi-
tro* (seccién Ir.2.1.) no se requiere almacenamiento de muestras
sembradas con el firmaco, puesto que las determinaciones deben de
sexr realizadas el dia del experimento, incluyende la determinacién
de proteinas microsomales. Por 1o cual, no ge evalué la estabilidad
del PZQ en homogenado.
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III.2. METODOLOGIA PARA EL ESTUDIO IN *“VITRO® DE INTERACCION
METABOLICA ENTRE PRAZYCUANTEL Y DEXAMETASONA.

III.2.1.REACTIVOS.

- Estandar secundario de acetato de dexametasona donado por Bayer
de México (D.F., México).

- Bstandar secundario de Fenobarbital sédico.

- D-Glucosa 6-fosfato, sal monosddica (G6~P), Sigma Chemical, Co.

- Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, Tipo XII (obtenida del hongo

Torula) (G-6-P-Dh), Sigma Chemical, Co.

f-Nicotinamida adenin dinuclecdtido-fosfato, tipe II, sal sédica

(NADP), Sigma Chemical, Co.

-~ f-Nicotinamida adenin dinucledtido-fosfato forma reducida, tipo
I, sal tetrasédica (NADPH), Sigma Chemical, Co.

-~ Cloruro de Magnesio hexahidratade {(MgCl,.6H,0), Sigma Chemical,
Co.

- Tritén X-100, Sigma Chemical, Co.

III.2.2. SOLUCIONES.

- Solucién de G-6-P: pesar exactamente 0.462 g , d:.solver Y aforar
a 10 ml con SAF 0.01 M.

- Solucién de G-6-P-Dh: Disolver el contenido del vial de 100 ur en
4 ml de SAF 0.01 M para obtener una concentracién de 25 UI/ml.

- Solucién de NADP: pesar exactamente 0.086 g. disclver, Y aforar
con SAF 0.01 M a 10 ml. -

-~ Solucién de NADPH: pesar exactamente 0.086 g, dlsolver y aforar
a 10 ml con SAP 0.01 M. :

- Solucién de MgCl; H,0: pesar 1.668 g del reactivo, disblver y afo-
rar con agua a 10 ml.

- Solucién estandar de Fenobarbital sédico: pesar 0.025g, disolver
y aforar a 1 ml con solucién isoténica (PiSA).

- Solucién estandar de Prazicuantel: pesar exactamente 10 mg del
farmaco, disolver en 0.5 ml de acetona y aforar a 10 ml con SAF
0.01 M. De esta solucién, hacer las diluciones necesarias para ob-
tener concentraciones de 15.0, 30.0, 45.0 y 90.0, 150.0 y 300 nm/ml
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diluyendo con la misma solucién amortiguadora.

~ Solucién estandar de Dexametasona : pesar 20.0 mg, disolver con
1.0 ml de acetona y aforar a 5.0 ml con SAF 0.01 M. Realizar las
diluciones necesarias para obtener concentraciones de 0,022, 0,066,
0.110, 0.220 0.442 y 0.882 pumol/ml, aforando con SAF 0.01 M.

~ Homogenado diluido: diluir 5 ml del scbrenadante 10,000 X g al
10% con SAF 0.01 M (pH=7.4) a 25 ml.

IIT.2.3 INCUBACION.

Las mezclas de incubacién, asi come todos los reactivos, fueron
preparados en frio, sumergidos en un bafio de hielo, el dia del ex-
perimento y contenian :

125 umol MgCl, (150 {1); 4.28pmol NADPH.Na, {150 pl); 1.49 pimol NADP
{150 pl); 24.5 pmol Glucosa 6-fosfato (150 pl); 2 UI Qe Glucosa 6-
fosfato deshidrogenasa (80 {l}; 400 pl de sobrenadante; P2Z2Q en el
rango de 15-300 nmol/ml {todos disueltos en SAF 0.01 M pH=7.4, ex-
cepto el MgCl,, el cual fue disuelto en agua desionizada). El volu-
men £inal de las muestras fue de 3 ml, aforando con SAF 0.01 M. Las
muestras se incubaron a 37°C en un bafio de agua con agitacién. Las
muestras de referencia se prepararon sin la adicién de cofactores
vy fueron analizadas de inmediato.

IIT.2.4 TIEMPO DE INCUBACION.

Con la finalidad de encontrar el tiempo dptimo de incubacién para
que se llevara a cabo la oxidacidén de P2ZQ, se efectuaron experimen-
tos con muestras preparadas como se indica en la seccibdn III.2.3.,
sin la adicién de DMZ. El P20 se adiciond a concentraciones de 15
mmol/ml y de 150 nmoles/ml y se incubaron durante 4 horas. La con-
centracién de PZQ se determiné a diferentes tiempos, de acuerdo a
la figura 5 : 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210 y 240
min. En cada tiempo, se analizaron muestras por triplicado.
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ITI.2.5 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE PZQ SOBRE LA VELOCIDAD DE
OXIDACION (Vo). EXPERIMENTO CONTROL.

Una vez determinado el tiempo de incubacidn necesario para efectuar
la oxidacién del PZQ, el cual fue de 2 horas, se llevaron a cabo
experimentos con diferentes concentraciones de PZQ con la finalidad
de observar el efecto de la concentracién de sustrato (PZQ) sobre
la velocidad inicial (Vo) de oxidacién de PZQ, en ausencia de DMZ.
Las concentraciones utilizadas de PZQ fueron: 15, 30, 45, 90, 150
y 300 nmoles/ml y fueron preparadas como se indica en la seccién
III.2.3 y analizadas de acuerdo al procedimiento de la figura 5.
Cada concentracién se incubd por triplicado en 2 dias diferentes
{n=6) determindndose la concentracién remanente de P2Q en relacién
con muestras control sin incubar.

IXIX.2.6. EFECTO DE DEXAMETAZONA SOBRE LA VELOCIDAD DE OXIDACION
DE PRAZICUANTEL.

Se prepararon muestras con diferentes concentraciones de PZQ, de
acuerdo a lo especificado en la seccién IIX.2.5, y se les adiciond
Dexametazona a diferentes concentraciones en el rango de 0.022 a
0.884 umoles/ml, como se indica en la tabla V. Las muestras fueron
incubadas por triplicado en dos dias diferentes {n=6) y analizadas
de acuerdo a la fig. 8. Se determiné el porcentaje de disminucién
de PZQ, con cada concentracién de DMZ, asi como el efecto de la a-
dicién de DMZ en la velocidad de oxidacién del sustrato.
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TABLA V, Incubacidén de diferentes concentraciones de PzZQ en pre-
sencia de DMZ.

P2Q DMZ [ pmoles/ml]

{rmoles/ml}
15.0 0.022  0.066 0.110 0.220 0.442 0.88¢
30.0 0.022.. 0.066 0.110 0,220 0.442 0.834
45.0 0.022 . 0.066. 0.110 -~ 0.220 0.442 0.884
90.0 . 0,022 o.’_osé : o.'_uov:‘ 0.442 0.884
150.0 h0.022- 'o-.ogs'f 01 0.220  0.442 0.884
300.0 “0.022° 0.066 0,220 0.442

0,110

0.884

¥I1r,2,7. CALCULOS.
Una vez obtenidos los datos,

(seccién IXI.3).

- Velocidad inicial de oxidacién,

mg proteinal.

- Inverso de la concentracién de sustrato (P2Q),

Se construyeron graficas de:

- Velocidad de oxidacién del P2Q respecto al tiempo de incubacién,

Vo vs t(hrs).

- Velocidad de oxidacién del PZQ respecto a la concentracién de
sustrato, Vo vs [s].

- Lineweaver-Burk o grédfica doble reciproca del inverso de la velo-
cidad de oxidacidén respecto al inverso de la concentracion de

sustrato, 1/Vo vs 1l/[s].
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Vo,
- Inverso de la Velocidad inicial de oxidacién, 1/Vo, 1/[nmol/min/

se determind:
- Concentracion de proteinas en la alicuota afiadida de homogenado

[nmol/min/mg proteinaj.

1/(s].



III.3. DETERMINACION DE PROTEINAS EN HOMOGENADO DE HIGADO DE
RATA.

Esta determinacién se efectia el dia del sacrificio de los animales

de laboratorio en el homogenado ya preparado, asi como el dia gque

se lleva a cabo el experimento de incubacién con el homogenado que

se descongela y utiliza para esto.

III.3.1. REACTIVOS.

~ Albdimina sérica bovina (libre de 4cidos grasos) (ASB), Sigma
Chemical, Co.

~ Reactivo fendlico Folin & Ciocalteus’s 2.0 N (para determinacién
de proteinas), Sigma Chemical, Co.

-~ Sulfato de cobre, R. A., J. T. Baker.

- Carbonato de sodio, R. A., J. T. Baker.

~ Tartrato de sodio y potasio, R. A., J. T. Baker.

~ Hidréxido de sodio, R. A., J. T. Baker.

III.3.2 SOLUCIONES.

- Solucién estandar de ASB: pesar 10 mg, disolver y aforar a 10 ml
con agua bidestilada. Hacer las diluciones necesarias para obtener
concentraciones de 50.0, 100.0, 150.0 y 200.0 pg/ml.

- 8Solucién de sulfato de cobre al 1%: pesar 0.250 g, disolver y a-
forar con agua a un volumen final de 25 ml.

-~ Solucién de tartrito de sodio y potasio al 2%: pesar 0.5 g, di-
solver y afora a 25 ml con agua bidestilada.

- Solucidn de carbonato de sodio al 10 % /NaOH 0.5 N: pesar 2.5 g
del compuesto, disolver y aforar a 25 ml con solucién de hidréxido
de sodio 0.5 N, previamente preparada.

- Reactivo Folin-Fenol: diluir 5ml del reactivo Folin-Fenol a 50
ml con agua destilada.

- Reactivo de cobre: Mezclar 1 ml de sulfato de cobre al 1 % con
1 ml de solucién de tartrato de sodioc y potasio al 2 % y 20 ml de
solucién de carbonato de sodio al 10% / NaOH 0.5 N.

Todos los reactivos son preparados al momento de su uso.
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III.3.3 DETERMINACION COLORIMETRICA.

La determinacién estd basada en el método de Lowry y cols. [117]
donde el complejo colorido se forma por complejacidn entre el reac-
tivo alcalino cobre-fenol y los residuos triptofano y tirosina de
la proteina. La formacién del complejo es directamente proporcional
a la concentracién de proteina en el rango de 50.0 a 200.0 pug/ml.
En la figura 6 se esquematiza la metodologia seguida: a 1 ml de ca-
da solucién de ASB & 1 ml de muestra de homogenado (diluido 1:200
con agua bidestilada), se le adiciona 1 ml del reactivo de cobre,
se mezcla y se deja en reposo a temperatura ambiente durante 10
min. Posteriormente se adicionan 3 ml del reactivo de folin-fenol
diluido, mezclédndo inmediatamente; los tubos se calientan durante
10 min. en bafio de agua a 50°C. Se dejan enfriar a temperatura am-
biente y se lee la D. 0. a 540 nm.

Se preparan muestras blanco utilizando 1 ml de agua bidestilada.

La concentracién obtenida en las muestras de homogenado, se multi-
plica por la dilucién utilizada.
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1 M1l de homogenado 18%
<1:200)>
+
i ml de xeactivo de codre
mezolar y dejar en reposo
lpor {8 min, a 1, A,

3 Ml Ade reactivo de
Folin—-Fenol dilufdo 113

1mxohr inaediatamente

Calentar durante 10 wmin.
en batfio de agua a 358°C

‘onfrhr al.h

Leexr la DO a 548 nwm.

Figura 9. Esquena de la determinacion
cvlorimdtrioa de proteinas [123]1.
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IV. RESULTADOS

IV.l. VALIDACION DEL METCDO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE
PZQ EN HOMOGENADOS DE HIGADO DE RATA POR CROMATOGRAFIA DE
LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (CLAR).

A continuacién se presentan los resultados obtenidos del método
analitico desarrollado. Los pardmetros de validacién del sistema
han sido reportados con anterioridad en otros trabajos de tesis
[106,107]).

IV.1l.1. DETERMINACION DE PZQ EN HOMOGENADC DE HIGADO DE RATA.
Utilizando el método descrito en la seccién III.1.6, se encontrd un
tiempo de retencién de 4.88 min para el prazicuantel y de 6.54 min
para el estandar interno.

En la figura 7 se muestran los cromatogramas obtenidos al analizar
muestras blanco de homogenado y muestras adicionadas de prazicuan-
tel.

IV.2. PARAMETROS VALIDADOS.

IV.2.1. LINEALIDAD,

En la tabla VI se muestran los resultados promedio de 3 curvas en
homogenado al cual se le adicioné el PZQ y el estandar interno y en
la figura 8, se muestra la grdfica promedio de linealidad.

IV.2.2. REPETIBILIDAD.

Los resultados de repetibilidad se presentan en las tablas VII y
VIII en las cuales se encuentran los valores promedio de porcentaje
recuperado de PZQ, su desviacién estandar, el coeficiente de varia-
cién para cada concentracién y el coeficiente de variacién promedio
en la recuperacidn, obtenidos a partir de 3 curvas de calibracién
preparadas el mismo dia (tabla VII), as{ como los resultados de 6
curvas preparadas en dos dias diferentes (tabla VIII),
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IvV.2.3. EXACTITUD.

Para determinar la exactitud del método, se calcularon los porcen-
tajes de extraccidén promedio de 3 curvas en-homogenado, los coefi-
cientes de variacidén para cada concentracién y el promedio global
recuperado, con la finalidad de determinar el intervalo de confian-
za (ti.es.5y) Para este pardmetro. Los resultados se presentan en la
tabla IX. La representacidn grédfica de la concentracidén adicionada
versus concentracién recuperada de los datos promedio se presenta
en la figura 9.

Iv.2.4. SELECTIVIDAD

En la figura 7 se muestran los cromatogramas de homogenadoe blance
y homogenado afladido con PZQ en la que se observa que no existen
interferencias de compuestos endégenos en la cuantificacién del
f4rmaco. :

Al analizar muestras adicionadas con PZQ y DMZ no se encontré su-
perposicién de picos de ambos farmacos, como se muestra en la figu-
ra 10, donde el tiempo de retencidén para la sefialde DMZ es de 2.37
minutos.

IV.2.5. CONCENTRACION MINIMA DETECTABLE.

En la figura 11 se muestra el cromatograma obtenido para la concen-
tracién minima detectable. Tomando como base gue esta se obtiene
cuando la relacién sefial/ruido es igual a 2, el valor obtenido fue
de 31.2 ng/ml.
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Pigura 7. Cromatogramas de homogenado blanco (I) y homogenado afia-
dido (II) con 0.125 pg/ml @e Prazicuantel (A) ¥y 0.5 pg/ml

de estandar intermo (B).
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TABLA VI. Linealidad del método analitico para cuantificar
prazicuantel en homogenado de higado de rata (n=3).

PZQ RELACION DE ALTURAS'

[rg/ml} PZQ/EIL

0.125 0.6484

0.250 1.432

0.50 1.996

1.0 4.0026

2.0 8.079

4.0 15.910

* Promedio de 3 curvas

Coeficiente de correlacién (r) = 0.99988
Pendiente (m) 3.9536
Ordenada al origen (b) 0.1069
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Figura 8. Linealidad del método anali-

tico para cuantificar PZQ por CLAR.
r=0.999; m=3.953; b=0.1069



TABLA VII. Repetibilidad del método analitico para la cuantifica-
cidén de P2Q en homogenado de higado de rata. (n=3).

CONCENTRACION CONCENTRACION PORCENTAJE COEFICIENTE DE

ADICIONADA RECUPERADA RECUPERADO VARIACION
[ug/ml] [Hg/ml) {%)

0.125 0.090 72.32 5.75
0.250 0.206 82.66 9.09
0.5 0.487 97.48 10.0
1.0 0.855 85.51 5,39
2.0 1.728 87.46 1.58
4.0 3.667 91.69 7.36

Coeficiente de correlacién (r) = 0.9994

Pendiente (m} = 0.9147

Ordenada al origen (b} = 0.028.

C. V., Promedio (D.E.) = 9.9 (8.51)

TABRLA VIII. Datos promedio de 6 curvas estandar de hamogenado de
higado de rata adicionadas de prazicuantel ¥y preparadas en 2 dias
diferentes.

CONCENTRACION CONCENTRACION PORCENTAJE COEFICIENTE DE
ADICIONADA RECUPERADA RECUPERADO VARIACION
fhg/ml] [Hg/md] (%)
0.125 0.09948 79.59 12.81
0.250 0.2207 88.27 8.98
0.50 0.4808 96.16 1.93
1.0 0.8687 86.87 2.21
2.0 1.7082 85.41 1.68
4.0 3.7808 94.52 4.19

Coeficiente de correlacidn (r) = 0.9986
Pendiente (m) = 0.9388
Ordenada al origen (b) =-0.0391

Coeficiente de variacién promedio (CV) =6.90 %
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TABLA IX. Valores promedio de la cantidad adicionada vs cantidad
recuperada al conmparar la relacién de alturas de PZQ en homogenado
contra PZQ en solucién (n=3).

CONCENTRACION CONCENTRACION PORCENTAJE COEFICIENTE DE
ADICIONADA RECUPERADA RECUPERADO VARIACION
[pg/ml] [pg/ml} (%) (%)
0.125 0.090 72.32 5.75
0.250 0.206 82.66 5.09
0.5 0.487 97.48 10.0
1.0 0.855 85.51 5.39
2.0 1.728 87.46 1.58
4.0 3.667 91.69 7.36
Promedioc 86.02 6.53
Coeficiente de correlacién (r) = 0.9994
Pendiente (m) = 0.5147
Ordenada al origen (b) = 0.028
INTERVALO DE CONFIANZA: 77.082% < X < 94.95%
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concentracion adicionada [mcg/mi]

Figura 9. Exactitud del método analitico
para cuantificar PZQ en homogenado.
r=0.9994; b=0.028; m=0.9148
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Iv.3. ESTUDIO *IN VITRO" DE INTERACCION METABOLICA ENTRE PRAZI-
CUANTEL Y DEXAMETASONA.

IV.3.1. TIEMPO DE INCUBACION.

En la tabla XI se muestran los resultados obtenidos al incubar el
homogenado conteniendo PZQ a concentraciones de 45 y 150 nmoles/ml
en presencia de cofactores, de acuerdo a lo descrito en la seccién
IIX.2.3, en la que se cobserva la concentracién remanente a los di-
ferentes tiempos de muestreo, asi como la disminucién de P2Q expre-
sada en cantidad y en porcentaje. En la figura 12 se presenta la
grafica correspondiente a la cantidad de PZQ transformado respecto
al tiempo de incubacién. La figura 13 muestra la linealizacién de
estos datos, tomando en cuenta tnicamente los datos correspondien-
tes hasta el tiempo donde se observé el midximo cambio, obteniéndose
coeficientes de correlacién de 0.808 y 0.975 para las concentracio-
nes de 45 y 150 nmol/ml respectivamente.

Iv.3.2, EFECTO DE LA CONCENTRACION DE PRAZICUANTEL SOBRE SU
VELOCIDAD DE OXIDACION. EXPERIMENTO CONTROL.

En la tabla XI se muestran los resultados correspondientes al estu-
dio de oxidacién de PZQ en ausencia de DMZ (experimento control).
La tabla muestra la velocidad de oxidacién (Vo) asi como el valor
correspondiente del inverso de la velocidad, 1/Vo.

La figura 14 presenta una grdfica tipo Michaelis-Menten en la que
se relaciona la velocidad de oxidacidn contra diferentes concentra-
ciones de sustrato (PZQ). Al linealizar los datos cinético-enzimi-
ticos utilizando la transformacién doble-reciproca, se obtuvd un
coeficiente de correlacidén de 0.9664. De acuerdo a la linealizacién
de la ecuacién de Michaelis-Menten [118], el valor en el intercepto
con el eje de la abscisa corresponde al inverso de la Velocidad mi-
xima, (1/Vvm) y la pendiente de la recta corresponde a la relacidén
entre la constante de Michaelis y la velocidad mixima, (m=Km/Vm),
valor que también puede obtenerse a partir del intercepto con el e-
je de las ordenadas cuando el valor de y=0. Los valores de pendien-
te e intercepto obtenidos a partir de la figura 15, se resumen en
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la tabla XII.

IV.3.3 EFECTO DE DEXAMETASONA SOBRE LA VELOCIDAD DE OXIDACION DE
PRAZICUANTEL.

En la tabla XIIT se muestran los resultados obtenidos al incubar
prazicuantel en presencia de dexametasona siguiendo el procedimien-
to descrito en la seccidn IIT.2.6. La figura 16 muestra el efecto
de la adicién de diferentes concentraciones de DMZ sobre la veloci-
dad de oxidacién de PZQ, en el rango de concentracién de 15 a 300
nmoles/ml. Se aplicd el método de doble reciproca con la finalidad
de linealizar estos resultados y la grdfica correspondiente se
muestra en la figura 17. Los valores del inverso de la velocidad se
muestran en la tabla XIV y los parémetros cinético-enzimdticos se
resumen en la tabla XV.
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Tabla X. TIEMPO DE INCUBACION. Concentracién remanente y porcentaje
disminuido de PZQ a los diferentes intervalos de tiempo.

Concentracidén inicial=150 nmol/ml

Tiempo Concentracién Disminucidén Disminucién
{hrs) remanente de PZQ
(nmol/ml) (nmol) (%)

0.25 134.48 31.04 10.34
0.50 131.82 36.36 12.12
0.75 128.2 43.6 14.53
1.0 123.95 52.1 17.36
1.5 121.59 56.82 18.94
2.0 122.81 54.38 18.12
‘2.5 122.72 54.56 18.18
3.0 122.4 55.2 18.4
3.5 122.42 55.16 18.38

Concentracidén inicial=45 nmol/ml

. Piempo . Concentracién Disminucién Disminucién

(hrs) ‘remanente de PZQ
REEE ;. :nmol/ml} (nmol) (%)

24.3 27.02
28.32 31.47
30.94 34.39
31.26 34.74
30.96 34.40
29.76 33.06
30.8 34.22
31.7 35.23
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TABLA XI. VELOCIDAD DE OXIDACION DE PzQ A DIFERENTES CONCENTRACIO-
NES DE SUSTRATO. CONTROL.

Concentracién Vo 1/Vo
de P2Q [nmol/ml] {x 1000}
15 1.73 578.03
30 5.84 171.04
45 11.06° 90.37
90 22.64 44.16
150 23.83 41.95
300 24.8 40.10

Vo= (mol/ml x mg proteina)x(1000).
1/Vo= 1/(nmol/ml x mg proteina).

TABLA XII. PARAMETROS OBTENIDOS DEL EXPERIMENTO CONTROL EN LA
GRAFICA DE DOBLE RECIPROCA.

PARAMETRO
coeficiente de
correlacién (r}) 0.9664
pendiente (m) 8579.21
intercepto (b} ~44.082
en las abscisas
Vmax=1/b -2.2682 -
Km=Vm x m ~-194.59 :
Intercepto en la o 0;00513

ordenada cuando y=0

1/%=-Km -194.597

Vmax= nmol/min x mg proteina
Km = nmol/ml
1/Vo = (RKm/Vm)(1/s) + (1/vm)
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TABLA XIII. EFECTO DE LA ADICION DE DEXAMETASONA EN LA VELOCIDAD DE

OXIDACION DE PRAZICUANTEL.

VELOCIDAD INICIAL DE OXIDACION DE P20

CONCENTRACION DE DMZ [jmol/ml]

[nmf)’??ml] 0.022 0.066 0.110 0.220 0.442 0.884
1s 3.030 3.679 3.777 3.452 4.090 4.036
k1 5.270 6.645 4.512 5.984 6.277 5.692
45 5.833 13.159 9.621 7.020 6.996 8.327
80 17.070 15,662 21.619 12.599 13.198 15.496

150 29.080 18.321 19.047 2B.00B 21.536 21.753
300 69.808 $3.025° - 52.272:. 39.610 50.9'74 31.493
Vo = nmol/min x mg proteina x (10007) .
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TABLA XIV. EFECTO DE LA ADICION DE DEXAMETASONA EN LA VELOCIDAD DE

OXYDACION DE PRAZICUANTEL.

{(Inverso de la velocidad).

1/ VELOCIDAD INICIAL DE OXIDACION DE P2Q

1/1PzQ] CONCENTRACION DE DMZ {jpmol/ml)
[1/nmol/ml} 0,022 0.066 0.110 0.220 0.442 0.884
0.0033 14.326 18.860 19.131 25.247 19.61 31.75
0.0066 34,388 54.583 52.501 35.705 46.434 45.972
0.0112 58.584 63.851 46.258 79.375 75.772 64.535
0.022 101.700 75.993  103.942  142.445 142.930 120.084
0.033 189.742 150.496 221.593  167.096 159.318 175.674
0.066 330.016 271.778  264.769  289.669 244.456 247.733
*1/Vo= 1/{nmol/min x mg proteina)

©? = 0.99) 0.977 0.850 0.973 0.934 0.961

* = 0.995 0.988 0.943 0.986 0.966 0.980
m{x10?) 50.29 38.43 ) 40.49 41.30 34.06 34.90

b 1.309 14.12 21.28 24.57 33.38  30.91
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TABLA XV. Parémetros cinéticos obtenidos de la gréfica doble

reciproca de oxidacién de PZQ en presencia de DMZ.

DMZ Xm vm
(pmol/ml) tmt] {rmol/min]
0.022 3.8422 0.76394
0.066 0.2721 0.07081
0.110 0.1902 0.04698
0.220 ' 0.1680 0.04068
0.442 0.1020 0.02995
0.884 0.1128 0.03234

92



V. ANALISIS DE RESULTADOS

V.l. VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR PZQ EN
HOMOGENADO DE HIGADO DE RATA.

A pesar de que existen en la literatura diferentes métodos por cro-
matografia de l1iquidos de alta resolucién para la cuantificacién de
PZQ en plasma y orina (85,101,102} estos no pudieron ser utilizados
va que los componentes endégenos del higado de rata interferian en
el andlisis, y considerando gque para llevar a cabo los estudios de
metabolismo y de interaccidén metabdlica de PZQ "in vitro" era nece-
sario utilizar tejidos asi como detexminar el férmaco sin las in-
terferencias propias del tejido utilizado, primeramente se desarro-
116 un método analfi{tico qQque permite cuantificar PZQ en homogenado
de higado de rata.

De los resultados obtenidos se encontrd que:

Vv.1l.1l. LINEALIDAD.

Al graficar relacién de alturas PZQ/Estandar Interno respecto a la
concentracién de PZQ (£ig. B8) se observé una relacién lineal entre
ambag variables en el rango de 0.125 a 4.0 pg/inl, con un coeficien-
te de correlacidn de 0.99988, El valor de la ordenada al origen fue
cercano al cero. Para verificar que no exigtia diferencia, desde el
punto de vista estadistico, entre el valor tebrico y el esperado,
se realizé una prueba de "t student' cuyos resultados se muestran
en la tabla XVI, en la gue se observa gue el valor ¢alculado es me-
nor al tedrico (p > 0.05) y que el intezvalo de confianza incluye
el valor de cero, por 10 que se considera que no existe diferencia
estadistica entre interceptos.

V.1.2 REPETIBILIDAD.

Los resultados de repetibilidad del método (tabla VII), muestran
que el coeficiente de variacién (CV) miximo encontrado en el mismo
dia de andlisis es de 10% para la concentracién de 0.5 pg/ml, E1 ¢V
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mAximo al promediar los resultados de dos dias es de 12% para la
concentracién de 0.125 pg/ml (tabla VIII). Considerando que se estd
trabajando con un tejido biolégico rico en compuestos enddgenos,
los coeficientes de variacién se consideran aceptables dentro de
las gufas de validacidn de métodos analiticos para estudios de bio-
digponibilidad, bicequivalenciay farmacocinética, las cuales espe-
cifican wvalores de coeficiente de variacién no mayores de 15%
[119). Para verificar la repetibilidad en dias diferentes, se efec-
tué un andlisis de varianza de dos vias de efectos aleatorios con
interaccién, comparando los resultades de repetibilidad en dos dias
diferentes, los resultados se muestran en la tabla XVII. No se en-~
contraron diferencias significativas entre dias asi como tampoco
entre curvas {p > 0,05) por lo que se considexa que el método es
repetible tanto el mismo dia como en diferentes dias cuando lo rea-
liza el mismo analista. Sin embargo, es conveniente realizar una
curva estandar el dia del andlisis, ya que en cada preparacién de
muestras es necesario medir cantidad de proteinas.

V.1.3. EXACTITUD.

La recuperacién promedio en homogenado fue de 86.02% con un coefi-
ciente de variacidén de 6.53%. Al graficar la concentracién adicio-
nada respecto a la concentracién recuperada, el coeficiente de co-
rrelacién fue alto, 0.999, con un valor de pendiente igual a
0.9147, cercano al valor ideal de 1.0. Se aplicS una prueba de *t
student” para determinar estad{sticamente la igualdad de intercep-~
tos y de pendientes, y se encontré que no existe diferencia entre
interceptos (p >0.05); asi mismo, al comparar las pendientes, se
encontré$ diferencia significativa respecto al valor de cero, resul-
tado que corrobora la existencia de correlacidén entre las variables
graficadas. Se construyeron los intervalos de confianza correpon-
dientes a cada parfmetro (tabla XVIII) y los resultados se encon-

" traron dentro del intervalo con una probabilidad de 0.05,
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¥.1.4. SELECTIVIDAD.

Al comparar los cromatogramas de homogenade blanco y homogenado a-
fladido con PZQ, no se observd interferencia de los compuestos endé-
genos (Fig. 7). Asi mismo, en el andlisis de muestras adicionadas
con PZQ y DMZ, tampoco se encontrd interferencia o superposicién de
picos de ambos fdrmacos. En la figura 10 se muestra el cromatograma
en donde se observa la sefial de la DMZ a los 2.84 min.
Considerando que el PZQ se metaboliza en un 99% a productos hidro-
xilados [82-84], cabe la posibilidad de que con pequefios cambios en
las condiciones cromatogrdficas sea posible detectar algin metabo-
lito.

En 1992, Blaschke y cols. [85] reportaron un método por CLAR en fa-
se reversa que permite la cuantificacidén simultdnea en suero de PZQ
¥y trans-4-Hidroxiprazicuantel (principal metabolito monohidroxilado
en humanos), después de administrar P2Q por via oral. Para la sepa-
racién de los compuestos se utiliza gradiente en la elucién, ini-
ciando con una mezcla de acetonitrilo-agua 20:80 y después de 13
minutos la composicidn de la fase cambia a 29:71, Los tiempos de
retencién fueron de 6.4 y 20.i min para el metabolito y el PZQ res-~
pectivamente.

Con el método desarrollado en el presente trabajo no es posible de-
tectar los metabolitos mis polares de PZQ, ya que estos eluyen an-
tes Y quizé se pierden en el frente del solvente, sin embarge po-
dria ser posible detectar algin(os) metabolito(s) efectuando algu-
nos cambios en las condiciones cromatogréficas, con las ventajas de
que la extraccidén del farmaco en fase sbélida es répida, la separa-
cidén isocrdtica es mis precisa cue la de gradiente y los tiempos de
corrida son menores (no es necesario reequilibrar la columna).

V.1.5. CONCENTRACION MINIMA DETECTABLE.

Considerando que el criterio para esta determinacién es obtener una
sefial de 2 veces el ruido de fondo, se encontré que la minima con-
centracién detectable es de 31.2 ng/ml. Esta concentracién esté muy
por debajo de las utilizadas en los estudios de metabolismo, ya que
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es necesario observar la saturacién del sistema enziméAtico.
El método analitico también fue validado en plasma y orina, demos-
trando ser lineal, exacto y preciso (120].
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TABLA XVI. anédlisis estadistico por “t student*, de diferencia de
interceptos para la linealidad del m&todo por HPLC para la cuanti-
ficacibén de PZQ en homogenado de higado de rata.

Coeficiente de correlacién = 0.99988
pendiente (m} = 3.9536
intercepto (b) = 0.106
t caleculada/intercepto = 2.603

intexvalo de confianza ~0.00719 < b < 0.219

para intercepto

TABLA XVIX. Andlisis de varianza de dos vias, de efectos aleatories
con interaccién para la repetibilidad del método en dias diferentes

FUENTE DE gl SUMA DE CUADRADO P F tablas
VARIACION CUADRADOS HEDIO CALCULADA 0.05
Curvas 2 19.838 9.919 0.265 19.0
Dias 1 641.1024 641.102 17.136 18.51
Cuxva/Dia 2 74.8213 37.4106 0.471 3.32
Error 30 23B2.6674 79.422

Total 35 3118.428

TABLA XVIII. Andlisis estadistico para diferencia de interceptos y
diferencia de pendientes por "t student” para la exactitud del
método por HPLC para la cuantificacidén de P2Q en homogenado de
higado de rata.

Coeficiente de correlacidén = 0.99%4

pendiente (m) = 0.9147

intercepto (b} = 0.028

t calrulada/intercepto = 0.9358

intervalo de confianza = -0.05178 < b < 0.111178
para intercepto

t calculada/pendiente 57.596

un

intervalo de confianza para 0.8705 < m < 0.9588

pendiente
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V.2. INTERACCION METABOLICA ENTRE PRAZICUANTEL Y DEXAMETASONA

"IN VITRO".
En México, el PZQ se ha utilizado con éxito en el tratamiento de la
neurocisticercosis cerebral. En la clinica usualmente se acompafia
de la administracién de antiinflamatorios como la dexametasona, an-
tes y/o durante dicho tratamiento debido a la reaccién inflamatoria
que se presenta tanto por la presencia de los cisticercos como por
su destruccién [2]. En un estudio previo [7] se observd una dismi-
nucidén de aproximadamente 50% en los niveles plasméticos de PZQ al
gser administrado simulténeamente con DMZ, tanto después de una do-
sis dnica de PZQ como en dosis miltiple, sin embargo, no se obser-
varon cambios en los pardmetros farmacocinéticos de absorcidén ni de
velocidad de eliminacién.
Estas observaciones condujeron a la hipétesis de una posible inte-
raccién entre ambos fadrmacos, donde la DMZ podria estar induciendo
el metabolismo de PZQ, €l cual se lleva a cabo en el sistema micro-
somal hepdtico mediante el citocromo P450, por lo que se decidid
implementar una técnica *in vitro' que permitiera efectuar estudios
que apoyaran los resultados.
Existen diferentes preparaciones y fracciones enzimAticas utiliza-
das en los estudios de metabolismo. Las fracciones mds usadas son:
los homogenados de tejido, la fraccién microsomal y los hepatocitos
(121].
Los homogenados de tejidos representan la fraccién enzimitica més
utilizada en la bisqueda inicial de datos metabdlicos tanto por su
facilidad de preparacién como porque permite obtener informacién
global acerca del proceso en estudio, por ello se eligid esta frac-
cidén para realizar el estudio.
Considerando la importancia que tienen las condiciones para obtener
resultados confiables, fue necesario determinar el tiempo de incu-
bacién éptimo para efectuar los estudios de metabolismo de PZQ y de
interaccién con DMZ. De los resultados ontenidos se encontré:

V.2.1. TIEMPO DE INCUBACION.
De acuerdo a los resultados de la tabla X, después de 2 horas, el
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cambio en la concentracién remanente de PZQ ya no es significativo,
por lo cual se selecciond este tiempo como el adecuado para efec-
tuar los estudios metabdlicos de interaccién. En la figura 12 se
obsexva claramente como la velocidad, expresada como cantidad de
PZQ oxidado, al utilizar dos cantidades iniciales diferentes, decae
con el tiempo, lo cual puede deberse a: a)los productos de la reac-
cidn pueden inhibir la enzima, b) conforme procede la reaccién, la
concentracién de sustrato baja, c) en determinado tiempo la reac-
cidén inversa puede ser mds importante conforme aumenta la concen-
tracién de productes y d) la actividad de la enzima (o coenzima)
puede disminuir por inestabilidad conforme procede la reaccidn, o
bien, varios de estos factores pueden operar al mismo tiempo [118].

Con la finalidad de corroborar si durante el tiempo de incubacién
elegido se mantenia lineal la actividad enzimdtica, se linealizaron
los datos de la figura 12 tomando como maximo 2 horas y se obtuvie-
ron altos coeficientes de correlacidén; al utilizar 90 nmol de PzQ
se obtuvo un r=0.808 y para 300 nmol, r=0.975 (figura 13). Estos
resultados validan la eleccidn del tiempo de incubacidn como ade-
cuado para efectuar los estudios de oxidacién de PZQ *in vitro”.

V.2.2. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE PRAZICUANTEL SOBRE SU VELO~- .
CIDAD DE OXIDACION.

En la figura 14 se observa claramente que la oxidacién de P2Q obe-
dece la ecuacion de Michaelis-Menten (118], es decir, el comporta-
miento asintético de la curva es caracteristico de un proceso ciné-
tico-enzimdtico especifico tipo Michaelis-Menten, sin embargo al
linelizar los datos por medio de la representacidén doble reciproca,
se obtuvieron valores negativos tanto para VmAx como para Km (tabla
XII). Debido a esto, se aplicaron diferentes transformaciones a la
ecuacién de Michaelis-Menten y se observaron desviaciones de la li-
nealidad, por lo que los pardmetros ci-ético-enzimiAticos se obtu-
vieron graficamente de la figura 14. El wvalor de Vméx fue de 24 x
10"* nmol/min y el valor aproximado de Km fue de 0.047 mM.

La determinacién del tipo de proceso que se lleva a cabo a partir
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de las grdficas comunes no es fédcil. Se han observado desviaciones
de la linealidad [52,118) que pueden ser debidas a varias causas:
que el proceso sea de tipo parcial y/o mixto, que el sistema enzi-
mitico posea isocenzimas y que la unidén del sustrato a la enzima
muestre efecto cooperativo. El andlisis matemAtico de los procesos
parciales es de mayor complejidad que el de los procesos mids comu~
nes, como son los competitivos y no competitivos totales y no es
sencillo reconocer grdficamente este tipo de procesos cinéticos. En
el caso de la presencia de isoenzimas, las desviaciones de la li-
nealidad se deben a sitios de unién independientes con diferentes
afinidades por el sustrato o a la unién cooperativa de mis de una
molécula de sustrato, lo que ha sido demostrado en un gran numero
de sistemas enziméticos ({118). Ademds de esto, la afinidad de 1la
unién puede cambiar conforme cambia la concentracién del sustrato.
A pesar de que ha surgido un gran interés en el estudio del meta-
bolismo de P2Q, como lo demuestran algunos reportes [82-85,122],
estos estudios se han dirigido hac{ia la identificacién de metaboli-
tos y/o cuantificacién de algunos de ellos, mis que al tipo de pro-
ceso cinético que se estd efectuando.

Los datos obtenidos en el presente trabajo, asi como su andlisis
por los métodos comunes, sugieren que para obtener resultados mis
exactos de Km y V mdx del PZQ, serfa necesario utilizar concentra-
ciones por arriba y por debajo del rango agui utilizado.

V.2.3. EFECTO DE LA DEXAMETASONA SOBRE LA VELOCIDAD DE OXIDACION
DE PRAZICUANTEL.
Se sabe que ciertos glucocorticoides, como la dexametasona, inducen
ciertos genes que también son inducidos por el fenobarbital, como
el PCN1 de la sub-familia IIIA del citocromo P450 en rata. Esta in-
duccién es el resultado de una activacién en la transcripcién gené-
tica del gene PCN1, asi como de un aumento de RNAm [53].
Recientemente [50) se reporté que un gene de la subfamilia IITA4
del citocrémo P450 en humanos es inducido por fenobarbital, por de-
xametasona y por triacetiloleandomicina. También se ha reportado
que la DMZ podria estar actuando como inductor de isoenzimas y que
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existe un receptor glucocorticoide que controla una gran variedad
de genes en el higado [121].

De los datos obtenidos en la tabla XIIT se puede decir que efecti-
vamente, la dexametasona estd activando el proceso de metabolismo
de PZQ “in vitro"; en la figura 17 se observa una disminucién de
pendientes respecto al control, caracteristico de un proceso de ac-
tivacién. Asi mismo, los valores obtenidos en la tabla XIV, parecen
indicar que a bajas concentraciones de DMZ el efecto en la veloci-
dad es m&s notorio, mayor activacién, sin embargo, conforme aumenta
la concentracién de DMZ este efecto disminuye. Podria pensarse en
varias posibilidades: debido a la similitud en la estructura quimi-
ca de ambos farmacos, quizd exista competencia por el sitio activo
enzimdtico cuando se aumenta la concentracién de DMZ, en este caso,
la DMZ podria estar actuando como un inductor alostérico mas poten-
te que el PzQ, cuando las concentraciones de PZQ son pequefias;
cuando se aumenta la concentracién de PZQ, la competencia es mayor.
Galtier y cols. [123) observaron en un estudio "in vitro" con frac-
¢ién microsomal de ovinos, que la DMZ induce el metabolismo de al-
bendazol, férmaco utilizado también en el tratamiento de la NCC, El
efecto fue observado a altas concentraciones de DMZ (375 x 10°M)
v los niveles del sulféxido de albendazol, principal metabolito, se
aumentaron en un 55%. Los autores sugieren que se debe, ya sea a
efectos de unidén de tipo alostérico o bien, que podria pensarse en
un proceso mixto de activacién e inhibicidn dependiente de la con-
centracién de activador.

En la figura 17 se observan las intersecciones de las lineas, en el
eje positivo de las abscisas {+ 1l/s), este tipo de intersecciones
se ha observado en proceso de activacidn parcial y también en pro-
cegos en donde el aumento de la concentracién del activador produce
inhibicién. Esta dltima explicacién es poco probable por el hecho
de que la DMZ es inductor enzimAtico, por lo que seria necesario u-
tilizar preparaciones enzimiticas més especificas, como microsomas
o hepatocitos, asi como sustancias inhibidoras de sitio especifico
para poder comprobarlo.
La posibilidad de un proceso de activacién de tipo parcial es la
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mds viable desde el punto de vista cinético, sin embargo existe la
hipétesis de que el proceso se lleve a cabo en alguna isoenzima to-
mando en cuenta los reportes de gque la DMZ actda en isoenzimas in-
dividuales.

Seria conveniente experimentar rangos de concentracién mis amplios,
de ambos farmacos, con la finalidad de corroborar la existencia de
desviaciones de la linealidad, caracterizar el tipo de proceso en-
zimAtico y verificar nuestra hipétesis.

De acuerdo al andlisis de resultados podria especularse que el me-
tabolismo de PZQ se lleva a cabo en la misma subfamilia genética
del citocrdmo P450 en donde actya la DMZ como inductor enzimético.
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V.3. ANALISIS RETROSPECTIVO DEL EFECTO "IN VIVO" DE DMZ SOBRE LOS
NIVELES PLASMATICOS DE PZQ.

Como ya se habia menciononado, en un estudio previo efectuado en
pacientes con diagnéstico de neurocisticercosis (NCC), se encontré
una disminucién de los niveles plasmiticos de P2ZQ en aproximadamen-
te 50% cuando se administré conjuntamente con DMZ, sin que los pa-
rémetros farmacocinéticos se vieran alterados ([7].

El PZQ sufre extenso metabolismo hepdtico, ya que después de su ad-
ministracién oral, en diferentes especies animales, sélo una peque-
fia proporcién, aproximadamente 1% del farmaco inalterado llega a la
circulacién general [73], por lo que es altamente probable que ten-
ga un alto cociente de extraccién hepdtico (aclaramiento = flujo
sanguineo al érgano x cociente de extraccidn; Cl= Q x E). En firma-
cos con estas caracteristicas un cambio en el flujo sanguineo hepéi-
tico podria alterar la depuracién, lo que se reflejaria en la velo-
cidad de eliminacién.

Considerando que el higado es un érgano altamente perfundido, 0.8
ml/min x ml de tejido, es poco probable que el f£lujo sanguineo se
altere [24].

En el estudio de farmacocinética en pacientes no se determiné la
depuracidén plasmidtica del PZQ, ya que no es posible administrarlo
por via intravenosa. Considerando que la vida media de eliminacién
no se vié alterada, la disminucidn del &rea bajo la curva y de la
concentracién mixima pareceria contradictoria. Sin embargo, dado
que la biodisponibilidad es una relacién entre la perfusién y la
actividad enzimdtica, y tomando en cuenta que el PZQ tiene un alto
cociente de extraccién, la biodisponibilidad disminuye si la acti-
vidad enzimidtica aumenta. El cociente de extraccidén, en este caso
alto, sélo estd limitado por la velocidad de perfusién, por lo que
la depuracién no cambia. En este estudio sélo se calculd la vida
media de eliminacién, la cual no se alterd, indicando que el volu-
men de distribucidén tampoco se vié alterado. Por lo tanto, los re-
sultados del presente trabajo apoyan los datos obtenidos en el eg-
tudio de farmacocinética.
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Bittencourt y cols. [90} observaron disminucién en los niveles
plasmiticos de PzQ, después de dosis unica de 25 mg/Kg, en pacien-
tes epilépticos bajo monoterapia con carbamazepina o fenitoina. El
4rea bajo la curva disminuyd 73.9% y 90.3% respectivamente, sin em-
bargeo, al igual que el estudio con DMZ [7], no encontraron diferen-
cias en la vida media de eliminacién. Los autores sugieren un efec-
to combinado de induccidén del metabolismo y desplazamiento de la u-
nién de PZQ a proteinas por los antiepilépticos. Ellos sugieren in-
crementar la dosis de P2Q de 25 mg/Kg/dia a 50 mg/Kg/dia en aque-
llos pacientes que reciban en conjunto fdrmacos inductores del me-
tabolismo.

A pesar de que los niveles plasmidticos de P2Q no estdn relacionados
con el efecto farmacolégico y de que se ha comprobado su eficacia
clinica en pacientes con NCC bajo el régimen de 50mg/Kg/dia {90% de
efectividad) [2,6), deberdn hacerse estudios de eficacia terapéuti-
ca antes de modificar un esquema de administracidn, debido a la
gran variabilidad individual encontrada en los niveles plasmiticos
de P2Q en diferentes estudios (75,77.78,81].

Asi mismo, es de igual importancia el profundizar los estudios de
metabolismo en férmacos, que como el PZQ, se administran bajo poli-~
terapia lo que aumenta el riesgo de interacciones y que ademés se
administran como mezcla racémica en donde cada enantiémerc puede
comportarse de diferente manera en los procesos de disposicidn del
férmaco.

Los resultados expuestos, permitirdn explorar otras &reas en el es~
tudio del P2Q asi como el entendimiento de algunas ya estudiadas.
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vI. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede con-
cluir que:

El método analitico desarrollado para la cuantificacién de Prazi-
cuantel resultd ser:

*

*

Lineal en el rango de concentracién de 0.125 a 4.0 pg/ml,
Repetible tanto en un dia como en dias diferentes cuando es
realizado por un analista.

Exacto en el rango de concentracién de 0.125 a 4.0 pg/ml,
Sensible para los objetivos planteados, ya que la concentra-
cién minima detectable fue de 31.2 ng/ml.

Selectivo puesto que no se detectaron interferencias enddge-
nas del homogenado respecto a la senal del PzQ, asi como tam-
poco se presentaron interferencias por parte del férmaco uti-
lizado en los estudios de interaccidén "in vitro*.

El método presenta las ventajas de ser sensible, sencillo y
rédpido, ya que pueden ser analizadas hasta 30 muestras por
dia.

El estudio "in vitro* de interaccién metabélica mostréd que:

*

El sistema "in vitro* con homogenado de higado de rata, bajo
las condiciones experimentales utilizadas, es adecuado para
que se lleve a cabo la oxidacién de PZQ.

De acuerdo al comportamiento cinético-enzimdtico observado,
la oxidacién de PZQ se efectua por medio de un sistema enzi-
mitico especifico.

La velocidad de oxidacién de PZQ es mayor en presencia de DMZ
Al aumentar la concentracidén de DMZ, se observa el comporta-
miento tipico de un proceso de activacién enzimitica.

El proceso cinético de oxidacién de PZQ en presencia de DMZ
sugiere un proceso de tipo parcial y/o mixto, o bien la pre-
sencia de isocenzimas.
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* A concentraciones altas de PZQ, es probable que exista compe-
tencia con DMZ por el mismo sitio de oxidacién.

pado gue la DMZ actda a nivel de citocrémo P450, en la subfa-

milia IIIAd, es probable que el metabolismo de PZQ se lleve

a cabo en el mismo sitio.

El sistema *in vitro® desarroilado permitird el estudio de

otros fArmacos que se metabolizan por citocrémo P450 v de es-

ta manera observar posibles interacciones, ya sea por inhibi-

cién o por induccidn enzimitica.
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