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I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La cisticercosis es una enfermedad provocada por la presencia en el
organismo de Cysticercus cellulosae y Cisticercus racemosus, formas
larvarias de la Taenia solium, gusano parasito del intestino del hombre. Es la
enfermedad mis comin del Sistema Nervioso Central por lo que es
considerada un problema médico, veterinario y de salud puablica,
principalmente en México y en otros paises en desarrollo, asi como en
aquellas naciones industrializadas con gran afluencia de inmigrantes, en
donde su incidencia es alta y principalmente relacionada a factores

econdmicos y socioculturales.

El prazicuantel es efectivo en gran variedad de infecciones
parasitarias, incluyendo la esquistosomiasis y helmintiasis. El empleo de
prazicuantel en el tratamiento de las helmintiasis ha sido uno de los mayores
logros en salud a nivel nundial ya que numerosas parasitosis consideradas
en ¢l pasado como no tratables, en la actualidad lo son. En paises
subdesarrollados es muy 0til, ya que las infecciones por céstodos en

animales, también causan una pérdida econdémica importante.

A pesar de su amplio uso existe relativamente poca informacién
acerca de su farmacocinética, biodisponibilidad y metabolismo, asi como de

métodos analiticos confiables para cuantificar este farmaco en fluidos
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Velasco Sudrez”, se realizan actualmente trabajos de investigacion
enfocados a mejorar el régimen de dosificacion del prazicuantel (PZQ) en
pacientes con neurocisticercosis, analizéndose un gran ndmero de muestras
en cada estudio. El métode analitice cominmente empleado para la
cuantificacion del PZQ en fluidos bioldgicos, se basa en una extraccion
solido-Hguido la cual resulta muy costosa por el uso de cartuchos de

extraccion.

De acuerdo a lo anterior, se requeria de un método analitico por
cromatografia de liquidos de alta resolucién mds econémico, por lo que se

realizo el presente trabajo con los siguientes objetivos:

1. Desarroliar un método analitico por Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucidn, para la cuantificacidn de prazicuantel en plasma, empleando
una extraccion liquido-liquido.

2. Validar el método desarrollado de acuerdo a los criterios de aceptacion de
la NOM177S85A-1-1998.

3. Emplear el método validado para cuantificar los niveles plasmaticos de

prazicuantel en muestras de voluntarios sanos.
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II. GENERALIDADES

2,1 NEUROCISTICERCOSIS

La neurocisticercosis (NCC) es una enfermedad que se produce
cuando el hombre se convierte en huésped intermediario det céstodo Taenia

solium al infestarse con su forma larvaria denominada cisticerco. (1)

La neurocisticercosis es conocida desde los tiempos de Aristdteles
como una enfermedad del cerdo; sin embargo, no es sino hasta el siglo XVII
cuando se identificaron vesiculas redondas y llenas de liquido, en €l cuerpo
calloso de un individuo que fallecié a consecuencia de un evento vascular
cerebral, a las cuales Laennec denominé cisticercos, nombre que deriva de
las rajces griegas "kistic" y ‘"kerkos" que significan quiste y cola,
respectivamente. A mediados del siglo XIX, varios investigadores alemanes

demostraron la asociacion entre cisticerco v Taenia solium, estableciendo en
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forma definitiva que los primeros representan la forma larvaria del céstodo

adulto (1,2).

La frecuencia de la NCC es muy alta y estd intimamente relacionada
con factores econdmicos y socioculturales. En Europa la NCC fue endémica
en los afios de la pre-guerra y posterior al regreso masivo de soldados
provenientes de la India, sin embargo, las medidas sanitarias que se
implementaron, redujeron en forma progresiva su frecuencia hasta

practicamente eliminarla en la actualidad (1).

La NCC es una enfermedad pleomoérfica que puede causar sindrotnes
neurologicos y lesiones patoldgicas graves. En la forma usual de
transmisién, el ser humano porta en el intestino la Taenia solium, conocida
como “solitaria" y es el unico huésped definitivo del céstodo, el cual se
adquiere al ingerir carne de cerdo mal cocida, infestada con cisticercos. La
Taenia adulta elimina diariamente proglotides gravidos que contienen
aproximadamente cincuenta mil huevecillos cada uno, los cuales contaminan
al cerde y cuando éste es alimentado con excretas humanas, desarrolla
cisticercosis muscular y cerebral. Cuando el hombre ingiere alimentos

T T T e—— pee—



Generalidades

contaminados con huevecillos de Taenia solium, se convierte también en

huésped intermediario en el ciclo bioldgico de dicho céstodo vy desarrolla

cisticercosis (1,3).

Existen dos vias principales por las que el hombre adquiere
cisticercosis; la ingesta de alimentos contaminados y, a través de la via ano-

mano-boca, en individuos portadores del parasito adulto en su intestino (1).

Una vez ingeridos, los huevecillos de Taenia solium entran en
contacto con el jugo gastrico y se libera ¢l embrién hexacanto, el cual
atraviesa la pared intestinal y llega a la circulacién sistémica donde se
transporta a los tejidos del huésped. A nivel tisular el embrion se rodea de
una membrana transforméndose en el metacéstodo de la Taenia solium,,

también llamado cisticerco (4).

La Taenia solium adulta esta constituida por una cabeza (escolex) que
presenta cuatro ventosas y una doble corona de ganchos, un cuello angosto y
un cuerpo (estrdbila) formado por cientos de proglétides hermafroditas. El

cisticerco estd compuesto por una membrana que consta de tres partes:

T e————— & e — ]
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cuticular externa, celular media y reticular interma. En las vesiculas se
observa el escdlex invaginado, el cual presenta una estructura similar a la
Taenia solium adulta, pero existe otra forma microscopica de cisticerco en la
que no se identifica el escolex, esta forma estd compuesta por varias
membranas adheridas una a ofra y se encuentra frecuentemente en las
meninges basales, aparentemente en estos casos, ¢l escolex ha desaparecido

a consecuencia de un proceso degenerativo (5,6).

2.1.1 CLASIFICACION DE LA NEUROCISTICERCOSIS.

El gran pleomorfismo clinico de la NCC, ha dificultado los intentos de
clasificar dicha entidad con finalidad pronéstica o terapéutica. Para que sea
de utilidad terapéutica, la clasificacién de NCC debe considerar tanto la
localizacion anatdmica de las lesiones, como el grado de actividad de la
enfermedad, representado por la presencia © no de respuesta inmune del
huésped contra el parasito. La clasificacién en formas activas e inactivas
seglin Sotelo, et. all (7) basada en un estudio de 753 pacientes con NCC es
la mas adecuada, ya que considera la localizacion de las lesiones y ¢l grado
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de actividad, ademés de que facilita el diagnéstico y permite un abordaje
terap€utico racional para cada una de las formas clinicas. La clasificacion de

acuerdo a Sotelo se presenta a continuacion:

FORMAS ACTIVAS DE LA NEUROCISTICERCOSIS (6,7)
Aracnoiditis
Hidrocefalia secundaria a inflamacién meningea
Quistes parenquimatosos
Infarto cerebral secundario a vasculitis
Efecto de masa secundario a quistes gigantes
Quistes intraventriculares

Quistes espinales

FORMAS INACTIVAS DE NEUROCISTICERCOSIS (6,7)

Calcificaciones

Hidrocefalia secundaria a fibrosis meningea
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2.1.2 CUADRO CLINICO

Las manifestaciones clinicas de la NCC son muy variadas y dependen
en gran parte de la localizacion y niimero de las lesiones, asi como del grado
de respuesta inflamatoria del huésped a la presencia del parasito en el
sistema nervioso. Los cisticercos pueden localizarse a nivel del parénquima

cerebral, espacio subaracnoideo, sistema veniricular o medula espinal (3).

La NCC parenguimatosa suele presentar manifestaciones que incluyen
cefalea, crisis convulsivas, signos neurologicos focales y deterioro

intelectual progresivo (6).

La NCC meningea 2 menudo se manifiesta clinicamente por
hipertension endocraneal secundaria a hidrocefalia por obstrucciéon de los
agujeros de Luschka y Magendie, debido a un proceso de aracnoiditis activa
o fibrosis; ofras manifestaciones incluyen infartos cerebrales como
consecuencia de la oclusion de vasos de pequefio y mediano calibre
afectados por endarteritis, atrofia 6ptica o defectos campimétricos, debido a
aracnoiditis optogquiasmanca o quistes en region selar (6).

S
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El sistema ventricular puede afectarse por dos tipos de lesiones, una
de ellas son los quistes intraventriculares que se localizan de preferencia en
el IV ventriculo o en los ventriculos laterales, el otro tipo de lesién es la
ependimitis granular del acueducio de Silvio o del agujero de Monro. En
ambos casos las manifestaciones clinicas son la hipertensiéon endocraneal

secundaria a hidrocefalia obstructiva (6).

La NCC espinal es poco frecuente y sus manifestaciones clinicas son
de igual manera inespecificas, simulando en ocasiones tumores medulares,
procesos heredo-degenerativos u otras patologias inflamatorias de la médula

espinal (1).
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2.1.3 TRATAMIENTO DE LA NEUROCISTICERCOSIS

Debido al pleomorfismo de la neurocisticercosis y al curso que esta
enfermedad sigue en cada paciente, es necesario individualizar el
tratamiento, de acnerdo al diagnéstico establecido. Como regla general,
existen dos parametros que determinan el abordaje terapéutico: la actividad

de la enfermedad y 1a Yocalizacion de 1as lesiones (R).

Los pacientes que unicamente presenten calcificaciones como
evidencia de la NCC no deben recibir tratamiento especifico, ya que ésto es
una secuela inactiva de la enfermedad. Pero cuando estas calcificaciones se
manifiestan clinicamente como crisis convulsivas, se debe dar tratamiento
con antipilépticos. Los pacientes con evidencia de quistes parenquimatosos
viables que encuentran tolerancia inmunolégica del huésped son los mas
beneficiados con el tratamiento anticisticercoso especifico y deben recibir

una terapia con prazicuantel o albendazol (6).
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Los pacientes con NCC subaracnoidea activa que presentan
hidrocefalia, requieren como primera medida la implantacion de una valvula
de derivacién ventricular, luego se puede dar tratamiento con prazicuantel o
albendazol. Aunque la eficacia de dichos farmacos en la NCC meningea es
menor que en la forma parenquimatosa, se ha demostrado la remisién de
alieraciones citoquimicas en LCR, compatible con la temisién de la
enfermedad, pero aquellos pacientes con fibrosis meningea crénica
secundaria a NCC no se benefician con firmaces anticisticercosos, por lo
que en estos pacientes se aconsejan medidas paliativas de acuerdo a sus

manifestaciones clinicas (1).

En la NCC intraventricular cuando hay presencia de quistes
intraventriculares, éstos son resistentes al tratamiento anticisticercoso, por lo

tanto la medida terapéutica en estos casos es la extirpacién quirirgica de la

lesion (1).

El tratamiento de la NCC espinal depende de la topografia y la
actividad de la enfermedad, en los casos de la forma leptomeningea activa,
se recomienda el uso de fArmacos anticisticercosos, pero si el tratamiento no

T T e i ——t— 1 { . -]
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es satisfactorio o hay la presencia de un quiste finico, se puede intentar la

reseccion quirtirgica de la lesion mediante laminectomia (1).

Existen casos de pacientes que presentan formas mixtas de la NCC, en los
que el tratamiento debe ser iniciado de acuerdo a las prioridades que se

presenten (1).

2.2 PRAZIQUANTEL.

El praziquantel es un derivado de la pirazinoisoquinolina,
clinicamente efectivo contra un amplio espectro de infecciones causadas por
céstodos y trematodos en el hombre v en los animales, que ha sido usado
desde 1980, observando una respuesta benéfica en el tratamiento de la
cisticercosis humana. Su uso tiene mayor proyeccién en paises
subdesarrollados, en donde observamos un alto numero de incidencia de las
enfermedades parasitarias. En México se han llevado a cabo investigaciones
para optimizar el tratamiento de la NCC con prazicuantel, con la finalidad de
reducir los costos por el uso prolongado de este firmaco y para hacer mas
efectivo el tratamiento (3).
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2.2.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS.

Nombre quimico: 2-(Ciclohexilcarbonil)-1,2,3,6,7,1 1b-hexahidro-4H-

pirazino’(2,1-a)isoquinolein-4-ona (9).

Nombres comerciales: Cesol, Cisticid, Ehliten (10).

Formula condensada: CgH4N,0, (11).

Formula desarroltada (11):

“0C

Figura 1. Estructura quimica del prazicuantel.
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* Masa molecular: 312.41 g/mol (9).

¢ Apariencia fisica: compuesto cristalino incoloro, casi inodoro, de sabor
amargo (9,12).

¢ Estabilidad: estable bajo condiciones normales ¢ higroscépico. Inestable
a la luz. En soluciones neutras o débilmente acidas o alcalinas, la
concentracion de PZQ disminuye en una proporcidn menor al 2%,
duranie 16 b, a temperatura ambiente. El PZQ puede sufrir hidrélisis en
medio fuertemente alcalino (13).

+ Solubilidad: soluble en la mayoria de los solventes organicos (9.7 g/100
ml de etanol, 56.7 g/100 ml de cloroformo a 25°C); soluble en
dimetilsulféxido. En agua presenta una solubilidad de 0.04 g por cada
100 ml a 25 °C (13).

e Punto de fusion: 136°-139°C (9).

» Coeficiente de particion: en una mezcla de solucion amortiguadc;ra 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 (12).
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2.2.2 PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

1as pirazinoisoquinolinas fueron inicialmente empleadas con un fin
terapéutico totalmente diferente. A inicios de los afios 70's se hizo necesaria
la bisqueda de agentes tranquilizantes efectivos con menores efectos
adversos. Las pirazinoisoquinolinas prometian ser moléculas efectivas, bien
toleradas como agentes tranquilizantes. Sin embargo, se demostrd que se
necesitaba emplear altas dosis para alcanzar un efecto comparable con los
agentes franquilizantes que ge utilizaban en aqueilos momentos.
Posteriormente, se determinaron sus propiedades antihelminticas en
trematodos y céstodos pero se limitaba a uso veterinario. Finalmente el
tratamiento de animales infectados sefiald un primer paso hacia el estudio en

¢l tratamiento de infecciones antihelminticas en seres humanos (14,15).

El1 PZQ se clasifica como un antihelmintico de amplio espectro contra
todas las especies Schistosoma, parésitos que infectan al hombre, ademas de
otras especies de trematodos y céstodos, por el contrario, este compuesto
practicamente no afecta los nematodos parasitos. Se ha empleado desde
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1980 en el tratamiento de Ia cisticercosis humana. Dosis tnicas de PZQ (10
mg/keg) erradican la taeniasis intestinal y administrandolo durante 3 a 6 dias
(25 a 50 mg/kg/dia) erradican la cisticercosis subcutanea y solo el isdmero(-)

es responsable de la mayor parte de la actividad antihelmintica (16, 17, 18).

2.2.3 MECANISMO DE ACCION DEL PRAZICUANTEL

In vitro, el PZQ es absorbido en forma rapida y reversible pero no es
metabolizado por los helmintos. El mecanismo de accién del PZQ estd
asociado con diversos efectos que ocurren en los parédsitos. Uno de ellos es
la contraccién o parilisis muscular acompafiada de un dafio al tegumento,
estos parecen ser los efectos primarios del fairmaco, los cuales se generan por
cambios en el flujo de cationes divalentes, particularmente .calcio, el cual
incrementa la permeabilidad de la membrana. Posteriormente ocurre una
extensa vacuolizacion, vesiculacion y degeneracion del tegumento de los

parasitos susceptibles (19,20).

El PZQ induce un flujo de iones calcio a través del tegumento, lo cual
se piensa que es vital para producir la contraccion muscular, ya que dicho
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tegumento esté eléctricamente acoplado a las c€lulas musculares, por lo que
un aumento intrategumental de calcio, conduce a un incremento de calcio en
el reticulo sarcoplasmico, generando a su vez una contraccion. Esto quedo
demostrado cuando se empleaban medios libres de calcio, observandose que

se bloqueaba la contraccion inducida por el prazicuantel (20).

Las investigaciones sobre el mecanismo de accion por el cual el PZQ
produce una contraccién ténica y una subsecuente paralisis flacida de S.
mansoni en un medio conteniendo una proporcion elevada de calcio y
magnesio, muestran que la paralisis flacida se produce por la reduccion de Ia
habilidad del parasito para 1a toma de calcio. El retiro de calcio o la adicién
de magnesio al medio de incubacién bloquea la accién de PZQ. Lo anterior
sugiere que el efecto antihelmintico del PZQ sobre S. mansoni es debido al
influjo de calcio a las células nucleares, el cual interactila con sitios
especificos en el tegumento de la membrana sarcoplismica del parasito y por
tanto, en presencia de proporciones elevadas de magnesio estos sitios son
bloqueados por magnesio, convirtiendo la contraccidn ténica en una paralisis

flacida. En céstodos, el mecanismo es diferente, ya que ain cuando exista la
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disminucién de calcie o incremento de magnesio se presenta la contraccién

rmuscular (21).

La relacion entre el prazicuantel v el flujo de iones calcio, sugiere que
los sitios de accidn son canales iOnicos permeables al calcio que se
encuentran en las membranas del tegumento y las células musculares. El
flujo de 10nes calcio puede ser bloqueado por magnesio o lantano, pero no
por niquel o cobalto. Ademas estos canales deben ser farmacolégicamente
distintos a los canales de calcio del huésped, de otra manera el prazicuantel

resultaria toxico para e} huésped y no seria terapéuticamente efectivo (21).

Se ha demostrado que el sistema inmune del huésped juega un papel
importante en la muerte del parasito inducida por el prazicuantel. El dafio
producido por la accién del prazicuantel sobre esquistosomas, da como
resultado la exposicion de antigenos sobre la superficie del tegumento
dafiado y éstos son potenciales para el ataque del sistema inmune del

huésped parasitado (18).
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Existe adicionalmente ofra teoria que sugiere que el PZQ altera la
homeostasis del calcio por interaccion de fosfolipidos de membrana. El PZQ
puede, en presencia de calcio, aumentar la transicién de la bicapa lipidica no
permeable a una estructura de empaquetamiento hexagonal, la cual no
presenta una barrera funcional en la permeabilidad de iones. El PZQ puede
desestabilizar las membranas lipidicas, modificando su organizacién

simplemente insertdndose en un espacio de la membrana (19).

Ademss de lo anteriormente mencionado, exisien otros efectos del
prazicuantel que a menudo estdn asociados con sus efectos primarios. Estos
fendmenos secundarios incluyen cambios en el metabolismo de los
carbohidratos, proteinas y nucledtidos, ademds de un decremento en las
actividades enzimaticas y cambios en las propiedades superficiales _de las
membranas. Estos efectos se refieren a una disminucién del consumo de

glucosa, disminucién en la liberacién de lactato, contenido de glucégeno y

ATP (19,20).

!
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2.2.4 PROPIEDADES FARMACOCINETICAS

2.2.4.1 ABSORCION

El PZQ es absorbido rdpida y completamente en el tracto
gastrointestinal, después de una administracion oral. Las concentraciones
plasmaticas maximas se alcanzan de 1.5 a 2 horas después de su
administracién en dosis de 6.25 a 50 mg/kg, considerando las variaciones
entre cada individuo debido a las diferencias en el metabolismo. En sujetos
sanos, la absorcion de prazicuantel es del 80% de la dosis administrada pero
debido a la elevada liposolubilidad del PZQ y a sus caracteristicas cinéticas,
se origina una considerable disminucidn de la concentracién de prazicuantel
en plasma después de 4 horas de la administracién. Al cuadriplicar 1a dosis
oral, los niveles en plasma se incrementan 8 veces, indicando una saturacidn

hepatica (21,22).
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2.2.4.2 DISTRIBUCION

El PZQ es rapidamente distribuido en los tejidos corporales debido a
su alta liposolubilidad. Aproximadamente entre 80 y 85% del farmaco se
une a proteinas plasmaticas. Steinar et. all.(23) han estudiado la distribucién
del prazicuantel en ratas, administrando intravenosa y oralmente una dosis
de PZQ marcado radioactivamente. Los autores determinaron que el
prazicuantel no se acumula en ningiin drgano especifico debido a su corto
tiempo de vida media y su rapida velocidad de eliminacidn. Asi mismo,
encontraron altas concentraciones de '*C-radioactivo en higado y rifién por
la alta afinidad del PZQ hacia estos dos drganos excretores, enfatizando su
importancia en la eliminacion renal y biliar, asi como el metabolismo del
PZQ. Adicionalmente, determinaron concentraciones menores €n otros
organos v tejidos como el estdmago, intestino delgado e intestino grueso,
glindulas adrenales, ovario y utero, asi como en pulmon, péancreas y
glandula tiroides. En cerebro, s6lo encontraron aproximadamente entre 1/3 y
1/8 del farmaco, comparado con las concentraciones obtenidas en plasma.
Las concentraciones de prazicuante] en la leche materna alcanzan cerca del
25% de las concentraciones plasmaticas (23).
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Se ha determinado que el PZQ no metabolizado es capaz de atravesar
1a barrera hematoencefalica, lo que explica su eficacia en la cisticercosis

parenquimatosa (23).

2.2.43 METABOLISMO

En humanos, ¢l PZQ sufre un extenso efecto de primer paso hepatico,
biotransformandose 3 series de productos mono y dihidroxilados, los cuales
presentan menor actividad antihelmintica. E! principal metabolito
hidroxilado en plasma se ha identificado como 4-hidroxiciclohexil-carbonil.
El primer paso metabolico depende de la dosis administrada. Leopold y cols.
(22), cbservaron que el efecto del primer paso metabolico alcanza vna
saturacion a concentraciones plasmaticas dentro del intervalo de 0.64.a 3.2

minol/L (24).

En estudios realizados en ratas, Masimirembwa y cols. (23)
demostraron que la difenithidramina, cimetidina y 17a-etinilestradiol,

inhiben significativamente la hidroxilacién del prazicuantel. La
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difenilhidramina es un inhibidor especifico del citocromo P450 2BI,
mientras que la cimetidina y el 17c-etinilestradiol son inhibidores de las
isoformas 3A del citocromo P450. La inhibicion significativa de dicha
hidroxilacién del prazicuantel por estos compuestos, sugiere la participacion
de las isoformas 2B y 3A del citocromo P450 en el metabolismo del
prazicuantel. Ademas, la teoria de que el prazicuantel es metabolizado por
estas isoformas, pueden explicar l1a disminucién de ia biodisponibilidad del
PZQ y de los niveles plasmdticos en ratas que han sido tratados con

fenobarbital, compuesto que induce la actividad microsomal hepética (25).

2.2.4.4 BIODISPONIBILIDAD

Debido a que no existen formulaciones parenterales del PZQ,
solamente se ha determinado la biodisponibilidad relativa del PZQ en
humanos. Aun asi, estudios en animales sugieren que ocurre un extenso
efecto de primer paso metabdlico y sblo una pequefia proporcion del
farmaco activo es capaz de alcanzar la circulacién sistémica. En un estudio
cruzado, Mandour y cols (26) compararon dos preparaciones comerciales

equivalentes de PZQ en voluntarios sanos de origen sudanés, los cuales
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Tecibieron dosis orales vmicas de 40 mg/kes. Se encontraron diferencias
significativas entre los productos, respecto a las concentraciones plasmaticas
maximas alcanzadas pero no hubo diferencia en el 4rea bajo la curva

encontrada (26).

2.2.4.5 INTERACCIONES FARMACOCINETICAS

Las concentraciones plasméticas de PZQ incrementan cuando se
administra una dieta rica en carbohidratos, aparentemente debido a la
inhibicién del citocromo P450, el cual participa en las reacciones de
oxidacidn responsables del metabolismo oxidativo del PZQ. Bittencourt y
cols. (24) estudiaron la influencia de antiepilépticos como la carbamazepina
y la fenitoina (potentes inductores enzimaticos), en ¢l metabolismo del PZQ.
Dichos estudios demostraton que ambos farmacos reducen la
biodisponibilidad del prazicuantel cuando se administra orzlmente, sin
embargo, el mecanismo por €l cual ocurre, todavia no esta aclarado. Los
autores recomiendan que los pacientes no ingleran otros farmacos que
induzcan el sistema hepético microsomal. Adicionalmente, se ha demostrado
que las concentraciones plasmaticas de prazicuantel disminuyen
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considerablemente con la administracién simultinea de dexametasona v
aumentan con la administracidon de cimetidina. Por tales motivos, se ha
sugerido que los corticoesteroides se empleen sélo en un tratamiento de las
reacciones adversas de la respuesta inflamatoria secundaria debida a la

destruccioén de los pardsitos y no como una terapia preventiva (27, 28).

2.2.4.6 ELIMINACION

E] PZQ asi como sus metabolitos, se eliminan rapidamente por via
renal, en ratas, perros, monos y humanos, ajustandose a un modelo abierto
de un compartimento después de una administracion de primer orden.
Aproximadamente ¢l 80% de una dosis del farmaco se recupera en la orina
como metabolitos después de 4 h. La vida media aparente de eliminacién de
los metabolitos es de aproximadamente de 4 h v la del prazicuantel
inalterado es de 1.5 a 2 horas, demostrando que cuando el prazicuantel es

captado répidamente por los tejidos, su eliminacién es muy rapida (30, 31).
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2.2.5 TOXICIDAD

El PZQ es bien tolerado por humanos y no ha presentado ninguna
toxicidad a largo plazo en estudios realizados. En pacientes con NCC activa
se ha demostrado que las principales complicaciones secundarias debidas al
fratamiento con PZQ son el resultado de la destruccidon de los cisticercos, lo
cual es seguido de una liberaciéon de antigenos, provocando entonces un
proceso inflamatorio y edema. En pacientes hospitalizados, el emapleo del
PZQ) se ha asociado con disturbios gasirointestinales y dolores transitorios
de cabeza, los cuales aparecen 1 o 2 dias después del inicio de la terapia.
Estas complicaciones son controladas eficientemente con la adicion de
corticoesteroides a la terapia cisticida. Otras reacciones adversas incluyen
nauseas, mareos y anorexia. Estos disturbios desaparecen rapidamente
terminado el tratamiento. Adicionalmente este farmaco no es recomendado

para mujeres embarazadas o en periodo de lactancia (16, 21).

Se han observado efectos poco usuales en pacientes con deficiencia de

glucosa-6-fosfato hidrogenasa o pacientes con hemoglobinopatias (16).
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La LDsq para una administracidn oral en ratones es de 2454 mg/kg. La
toxicologia de la reproduccién indica que el PZQ no influye en la fertilidad
de ratas hembras o macho. Aun durante Ia fase organogénica, cuando se
administra oralmente PZQ, éste no tiene efecto embriotéxico o teratogénico

sobre los animales tratados (29).

2.3 METODOS PARA LA CUANTIFICACION DE PRAZICUANTEL

EN FLUIDOS BIOLOGICOS.

Existen muy pocos métodos reportados para la cuantificacion de
prazicuantel en fluidos biolégicos. Estos métodos actualmente son poco
empleados porque requieren de tiempo prolongado para realizar el analisis,
tienen baja sensibilidad y son costosos. Sin embargo, a continuacion se
describen, en forma general, los métodos que han sido reportados en la

literatura desde 1979 hasta la fecha.
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2.3.1 METODO FLUOROMETRICO.

Este método fue reportado por Putter, J. (32) en 1979 parz Ia
cuantificacion de prazicuantel en plasma y orina. El método emplea 5 mL
del fluido bioldgico, al cual se le agrega KOH 0.1 N. Se realiza una
extraccién liquido-liquido, empleando como disolventes una mezcla de
benceno-n-hexano. Las muestras se agitan y se centrifugan. La fase organica
se separa y se evapora a un volumen de 5 mL. Se afiaden 0.5 mL de KOH
0.03 N y 0.5 mL de HCI 0.03 N, se agita y la fase orgénica se transfiere a
ofro tubo, al cual se le agrega KOH 0.1 N y se calienta a 80°C por 2 horas.
El hidrolizado se lava con ciclohexano. Posteriormente, a 1 ml del
hidrolizado se le adiciona una mezcla de H;PQO4 0.1 M y H;BO; 0.1 M v una
solucién de cloruro de dansilo en acetona, se calienta durante 1 h a 40°C y se
ajusta el pH a 13. El exceso de cloruro de davsilo se hidroliza dejando
reposar la solucion durante 20 min. a temperatura ambiente. Se lava con
ciclohexano y se realiza una ultima extraccion con 3 mL de una mezcla de
ciclohexano-éter butilico, la cual se lava con H;PQ,. Las muestras se dejan
reposar durante una hora, para posteriormente llevar a cabo la medicién
fluorométrica a una longitud de onda de excitacién de 346 nm y una
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longitud de onda de emisién de 460 nm. El limite de detecciéon es de 3

ug/mL en plasma y 30 pg/mL en orina (32).

El meétodo fluorometrico puede llevarse a cabo en la mayoria de los
laboratorios y requicre sélo de un fluorémetro disponible. La desventaja es
que se encuentran valores de concentracion mas alta que los obtenidos por
cromatografia de gases, ya que este método no distingue enire el firmaco
malterado y sus metabolitos, contribuyendo estos Gltimos a la fluorescencia
medida. Este método a pesar de ser muy sensible, tiene los inconvenientes
de requerir de una técnica muy complicada y laboriosa, de tiempos

prolongados para realizar el analisis v costos altos para el laboratorio.

l
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2.3.2 CROMATOGRAFIA DE GASES.

Desarrollado en 1979 por Diekmann, H-W, (33), éste es un método
para la determinacién cuantitativa de prazicuantel en fluidos bioldgicos,

principalmente en plasma, orina y heces fecales.

El método emplea 0.5 mL de fluido bioldgico, al cual se le afiaden
solucién de NaOH y estandar interno. Se realiza una extraccion liquido-
liquido con una mezcla de acetato de etilo-éter diisopropilico, agitando
durante 10 minutos. La fase orgénica se separa y se lava con una solucion
amortiguadora de fosfatos pH=6. Después de secar la solucion sobre una
mezcla de sulfato de sodio-carbonato de sodio, se evapora a sequedad y se
reconstifuye con acetato de metilo para posteriormente ser inyectada en el
sistema cromatografico. El limite de detecciéon en plasma es alrededor de
0.01 ug/mL y la desviacién estandar relativa para las concentraciones en

plasma de 0.1 pg/mL de 4.5% (33).

El método de cromatografia de gases es el método mas especifico

después de CLAR para determinar el firmaco no metabolizado, ya que
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permite una completa separacion de los metabolitos. Sin embargo, este
método requiere un equipo mas sofisticado que generalmente no estd

disponible en los laboratorios.

2.3.3 METODO RADIOMETRICO

Para determinar la radioactividad especifica del prazicuantel en
organos y fluidos biolégicos, se emplea la molécula del farmaco marcado

con "C (33,34).

A un volumen de 0.5 mL de la muestra bioldgica, s¢ le afiade una
solucion de centelleo que contiene butil-PBD en tolueno/dioxano/etanol.
Posteriormente, para cuantificar, se emplean equipos de contadores de

centelleo como el Nuclear Chicago o Packard Bell (30).

Este método es muy sensible pero no es especifico, ya que no
diferencia al prazicuantel inalterado de sus metabolitos. El método
radiométrico tiene mayores aplicaciones en estudios de balance, pues
permite obtener informacién del material no metabolizado que ha sido
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excretado. Combinado con otros métodos especificos, este método puede

proporcionar informacién del grado de metabolismo del farmaco.
2.3.4 CROMATOGRAFiA DE LiQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

En 1983, Xiao, SH. y cols. (35) desarrollaron un método para la
determinacion de prazicuantel en plasma. La técnica emplea 1 ml. de plasma
al cual se le afiade esténdar interno. La muestra se extrae con tres porciones
de acetato de etilo saturado con agua y se centrifuga. Las tres porciones de
acetato de etilo se combinan, se evaporan a sequedad y se reconstituye en
una mezcla de acetonitrilo-agua, la cual se inyecta en el cromatdgrafo bajo
las siguientes condiciones: columna de 10 cm x 4.6 mm de DI, de gel de
silica octadecil RP-18, 5 micras; fase mévil: acetoniu'ilc;-agua (38:62); flujo:
1.5 mL/min; detector: UV de longitud de onda variable a 210 nm. El método
tiene un limite de deteccién de 2.5 ng/mL y un coeficiente de variacién de

2.6%.

Gonzalez-Esquivel et. all (36), desarrollaron un método para la
cuantificacién de prazicuantel en plasma y orina que emplea una extraccion
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solido-liguido y requiere 2 ml de muestra, la cual se alcaliniza con NaOH.
La muestra se pasa por un carfucho sep-pak previamente activado y se lava
con solucién amortiguadora de fosfatos pH=5, posteriormente se eluye con
una mezcla de acetato de etilo/éter isopropilico y se seca con sulfato de
sodio anhidro, Se evapora a sequedad en bafio maria bajo corriente de
nitrogeno, el residuo se reconstituye con fase movil y s¢ inyecta en el
cromatdgrafo bajo las siguientes condiciones: columna: C;z ODS con
tamafio de particula de Su. 250x4.6 mm Di; fase moévil: acetonitrilo:agua
(45:55); flujo: 1.5 mL/min; sensibilidad del detector: 0.005 AUF y longitud

de onda: 217 nm.

Con este método se obtiene un limite de deteccién tanto para orina
como para plasma de 31.2 ng/mL, pero presenta la desventaja de que los
costos del analisis empleando una extraccién sdlido-liquido son muy

elevados, en comparacién con una técnica de extraccion liquido-liquido.
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2.4 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

(CLAR).

Seglin define la [UPAC, “La Cromatografia es un método, usado
primariamente para la separacion de los componentes de una muestra, en la
cual éstos se distribuyen en dos fases, una de las cuales es estacionaria,
mientras la otra se mueve. La fase estacionaria puede ser un sélido, un
liquido retenido sobre un sélido o un gel. La fase estacionaria puede estar
extendida como una capa o distribuida como una pelicula. La fase mévil

puede ser liquida o gaseosa” (37).

2.4.1 INSTRUMENTAL

La cromatografia liquida es en esencia, como todos los métodos
cromatograficos, un método separativo. Asi, el lugar en donde se produce la
separacién, la columna, puede considerarse el corazén del sistema
cromatografico, alrededor de la cual se monta un equipo de mayor o menor
compiejidad. En el caso mas simple, el cromatografo liquido estara
constituido por (37):
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Un reservorio de solvente que alimenta al sistema con la fase mévil.

Un sistema que permite la introduccidn de la muestra: el inyector.

Un sistema para forzar el pasaje de la muestra y la fase mévil a través de
la columna: [a bomba.

Un sistema de monitoreo de la solucion que emerge de la columna: el
detector.

Un sistema de registro de los datos provenientes del detector. La sefial del
detector siempre es analogica y puede ser utilizada tal cual por un registrador
grifico o por un integrador, o digitalizada para que pueda ser interpretada y

procesada por una computadora.

Como resultado del analisis cromatografico se obtienen dos productos:

Uno grafico, el cromatograma, que relaciona la concentracidn de soluto
en funcién del tiempo de elucidn.

Un eluido o eluato, el fluido proveniente de la columma que, de
recolectarse en forma secuencial o escalonada (manualmente o con un
colector - de fracciones), contiene la fase movil e jdealmente, los

componentes de la muestra separados.
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Las bombas de CLAR impulsan a la fase movil proveniente del
reservorio de sotvente hacia el inyector, y desde alli hacia la columna. Su
caudal de trabajo puede ser muy variagble, segin la escala de frabajo
escogida. Bésicamente existen dos tipos de bomba: las de pistén (bombas

reciprocantes) y las de desplazamiento continuo (bombas jeringa) (37).

Las bombas estan construidas de materiales muy resistentes tanto al
ataque quimico como al desgaste mecanico. Los componentes en contacto

con el solvente son de acero inoxidable, zafiro, rubi y tefléon (37).

243 INYECTORES.

El inyector es el dispositivo que permite introducir la muestra en
solucién sin interrumpir el caudal de solvente a través del sistema. El

inyector debe reunir una serie de caracteristicas importantes, entre ellas (38):
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Debe ser facil de operar.

Debe ser inerte al ataque quimico y capaz de soportar altas presiones.

Debe ser preciso en cuanto a la cantidad de muestra introducida en el
sistema.

No debe provocar diluciones importantes de la solucion inyectada.

En casos especiales puede requerirse que opere a ciertas temperaturas.

Actualmente la totalidad de los inyectores de CLAR son valvulas que
orientan el caudal hacia la columna, pasando ¢ no, segun su posicion, a
través de un loop en el cual se introduce la solucion a inyectar. Las valvulas
pueden accionarse manual o automaticamente, estan constituidas por un
cuerpo fijo, un rotor con un sello que gira y un loop de muestra externo que
contiene ia muestra. El loop es intercambiable, de modo que la cantidad de

muestra inyectada puede escogerse entre una serie de medidas estandar (38).

Existen inyectores automaticos que emplean valvulas de inyeccién de

6 vias que se accionan eléctrica o neumaticamente, la precisién obtenida con
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estos inyectores es en general, superior a la de los método manuales porque

no dependen de la habilidad del operador (38).

2.4.4 DETECTORES.

El detector es la parte del equipo cromatografico que permite ubjcar
en tiempo y espacio la posicion de cada componente de una muestra a la

salida de la columna cromatografica (37,38).

Los detectores deben reunir ciertas caracteristicas (37,38):

Tener un amplio rango dindmico de respuesta. El rango dindmico se
define como “el rango de concentraciones de una sustancia en analisis en la
que un cambio en la concentracién produce un cambio en la sefial”, como
puede deducirse, ésto incluye tanto la respuesta lineal como no lineal. El
valor minimo de este rango se define como la “detectabilidad minima”.

Poseer una respuesta lineal. El detector debe medir alguna propiedad del

analito que se incremente linealmente al aumentar su concentracién. Se
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denomina rango lineal de un detector al rango de concentraciones que
produce una respuesta hineal, este rango esta inctuido en el rango dinamico.

No contribuir al ensanchamiento de banda extracolumnar. El
ensanchamiento de banda extracolumnar se refiere a la pérdida de eficiencia
no adjudicable a la columna sino a la construccion del equipo
cromatogréfico, tanto en las dimensiones de la celda como en la longitud y
en el didmetro de 1a tuberia de conexidn. Para evitarlo, 1a celda del detector
debera tener un volumen tan pequefic como sea posible sin que ello
perjudique 1a sensibilidad de la deteccidn.

Responder a todos los solutos. La situacién ideal es que el detector
responda a todo tipo de solutos, pero ésto no siempre es posible en CLAR,
debido a que para la deteccién deben obtenerse instrumentos capaces de
medir una propiedad diferencial entre un liquido (la fase mévil} y un sélido
(los analitos disueltos).

Tener una sensibilidad apropiada. Habitualmente esta propiedad se
contrapone con la universalidad de deteccion. Es decir que detectores que
responden a todos Jos analitos en general, poseen sensibilidades menores, y

en contrapartida, detectores que poseen una alta sensibilidad, no responden a

todos los solutos.

l

39




L]

Generalidades

No afectarse por cambios de temperatura.

Poseer una buena relacidn sefial/ruido. El mido de un detector es la
méxima amplitud de la combinacion de los términos de ruido largo y cortos
en un periodo de tiempo dado. Estas perturbaciones que se producen en la
linea de base del detector se deben a la electronica propia del instrumento, a
problemas relacionados con las variaciones de temperatura, oscilaciones de
la tension de la linea eléctrica o a fluctuaciones en el caudal. El limite de
deteccion de un analito determinado esta en estrecha relacién con el valor de
ruido del instrumento. Cuanto mayor sea ¢l ruido peor sera el valor de limite
de deteccion.

No destruir la muestra. Esta propiedad es una caracteristica de casi todos
los detectores de CLAR (con excepcidn del electroquimico) y resulta muy
importante cuando se desea recolectar al analito aislado.

Tener una constante de tiempo baja. La constante de tiempo de un
detector indica la velocidad con que €ste responde a un cambio instantaneo
de la concentracion del analito. A menor valor de constante de tiempo la

filtracion de los ruidos serd menor y la respuesta serd mas rapida.

I
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Los detectores pueden clasificarse en generales y selectivos. Los
detectores generales miden el cambio de alguna propiedad fisica de la fase
médvil que contiene ¢l analito en comparacion con la misma fase movil pura.
Ejemplos tipicos son el detector de indice de, refraccion y el de
conductividad. Los detectores selectivos son aquellos sensibles a alguna
propiedad del soluto, por ejemplo el detector UV, que producira una sefial
proporcional a la absorbancia del soluto a una longitud de onda dada

(37,38).

2.4.5 FASE MOVIL.

La fase movil en CLAR cumple un rol fundamental, ya que puede por
si misma, modificar completamente la selectividad de las separaciones, ya
que es posible lograr un mimero muy grande de diferentes separaciones con

una columna, tan solo variando la composicion de la fase maévil (37).

Se debe tener en cuenta que no todos los solventes son adecuados para
trabajar en CLAR, ya que la condicidn de estado liquido no es suficiente por
si misma para que una sustancia se pueda emplear como fase mévil. Un

e ———— ]} e



Generalidades

solvente apropiado para CLAR debe cumplir con algunas propiedades, entre

las cuales se pueden destacar las siguientes (37):

. Alto poder solubilizante de las muestras.
. Baja reactividad.
. Compatibilidad con el detector utilizado.

. Adecuado punto de ebullicion.
. Baja viscosidad.
. Seguridad.

. Alto grado de pureza.

Los solventes mas comunmente empleados en CLAR son: acetato de
etilo, metanol, hexano, alcohol isopropilico, cloroformo, tetracloruro de

carbono, tetrahidrofurano, acetonitrilo, entre otros (37).

2.4.6 COLUMNAS Y FASES ESTACIONARIAS
La fase estacionaria normalmente esta empacada en un tubo de algun
material inerte (generalmente de acero inoxidable) através del cual pasa la

fase mévil (37).
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Las columnas deben estar empacadas con particulas definidas por una
serie de caracteristicas (37):
Morfelogia
Tamatio
Porosidad

Estructura quimica

El material empleado puede ser irregular o esférico y un tamafio entre
las 2 y 60 pm de difmetro. Bs mas comin emplear particulas esféricas
debido a que este tipo de particulas son menos sensibles al desgaste al
presentar menor resistencia mecanica y mayor permeabilidad al paso de la

fase movil, resultando en menores presiones (37).

El tamaiio de particula controla el proceso de difusién de las
moléculas desde la fase movil hacia la fase estacionaria, por lo que a medida
que el tamario de particula aumenta, el proceso de difusion se hace mas lento

y la columna pierde capacidad resolutiva y eficiencia (37).
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En relaciéon a la porosidad, en general, a menor diametro de poro
corresponde mayor area superficial de contacto y consecuentemente mayor

retencion (37).

Con respecto a la estructura quimica, el material de empaque debe
poseer una estructura resistente a los solventes de la fase mévil, ademas debe
scr estable a valores dados de pH. El material mas cominmente empleado es
la silica. Este material puede ser modificado por una derivatizacién quimica
de los grupos silanoles y de esta forma se obtienen una gran variedad de
fases estacionarias. La fase estacionaria modificada que es empleada mas
conuinmente es la octadecilsilano (ODS), su uso se sugiere cuando el
soluto tiene moderada o alta lipofilicidad. La silica no modificada es
empleada cuando la fase movil sea menos polar que la fase estacionaria,

empleando una fase moévil no-acuosa (37).

La capacidad o poder de resolucidn de la columna depende de su
longitud, didmetro interno y su material de empaque. La caracteristica que
tiene mayor influencia en los resultados generados es el tamafio. Si la

columna es demastado corta, no tendra la capacidad suficiente para permitir




Generalidades

una separacién, y si por €l contrario, la columna es demasiado larga, ¢l
tiempo de analisis necesariamente se prolongard. Las longitudes mas
comunmente empleadas son 10, 12.5 y 25 ¢m. Las colummnas analiticas
tienen didmetros internos de alrededor 5 mm, siendo el mas comin de 4.6
mm. Se recomienda el empleo de diametros internos pequefios debido a que
se reduce considerablemente el consumo de fase movil e incrementa la

sensibilidad (37).

2.5 VALIDACION DE METODOS BIOANALITICOS

La validacién es la evidencia experimental documentada que incluye
todos los procedimientos necesarios para demostrar que un meétodo para la
determinacion cuantitativa de un analito, en una matriz bioldgica, €s

adecuado para cumplir el proposito por el que fue disefiado.

Antes de la atilizaciéon del método para un andlisis de muestras, el
analista debe obtener suficientes datos que evalien el desempefio y
capacidad del método para obtener resultados confiables. Esta evaluacion se

realiza mediante un estudio de validacion.
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Los parametros de validacién de mayor relevancia establecidos por
diferentes organismos regulatorios (FDA, CEE, NOM}), son los siguientes:
linealidad, precisién, exactitud, limite de cuantificacidn, limite de deteccion,
selectividad, estabilidad de la muestra analitica, porcentaje de recuperacién

absoluta o relativa, entre otros.

2.5.1 Linealidad

= Linealidad es la capacidad de un método analitico, en un intervalo
de trabajo, para obtener resultados que sean directamente
proporcionales a la concentracién del compuesto en la muestra. Se
evalua tanto la linealidad del sistema como la del método. De
acuerdo a las especificaciones, el sistema se considera lineal si el
coeficiente de correlacion es mayor o igual a 0.99 y el error
relativo debido a la regresién no mayor del 2%. Para que ¢l método
se considere lineal el coeficiente de correlacion debe ser mayor a
0.99.

El coeficiente de correlacion se obtiene mediante un andlisis de
regresién lineal por minimos cuadrados, en donde se utiliza la siguiente
formula:

n(Zxy) - ZRy)

X ) - (LX) ] Dy T -y

T S —————— 45 b ____]



Generalidades

Donde:

r= Coeficiente de correlacion

x= Conceniracion

vy= Respuesta

Para calcular el error relativo debido a la regresion se emplea la siguiente

formula:

S,/x

T A —T— 4 b

error relativo = (8/x)/ ;

Yy’- pendiente (¥xy)-ordenada (Ty)

n-2

Donde:
S,/x= Varianza
9= Respuesta promedio
y= Respuesta
x= Concentracion

n= No. de datos
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2.5.2 Precision

Precision, es el grado de concordancia entre resultados analiticos
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a
diferentes porciones de una muestra homogénca del producto, se

evaltia como repetibilidad y reproducibilidad.

Repetibilidad se define como la precisién de un método analitico que
expresa la variacion dentro de un mismo laboratorio obtenida entre
determinaciones independientes realizadas en las mismas condiciones.
Para considerar un método repetible, el coeficiente de variacién no
debe ser mayor al 15%.

Para calcular el coeficiente de variacidén se recuire a la siguiente

ecuacion:

S«
CV. = -
X
S = v 1 Z(x - X)2
n-1
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Donde:
_S,= Desviacién estindar
x=Concentracidén promedio
x=Concentracion
n= No. de datos

b) Reproducibilidad intralaboratorio, es la precision de un método
analitico que expresa la variacién obtenida entre determinaciones
independientes realizadas en el mismo laboratorio, pero en diferentes
condiciones de andlisis, tales como dias, equipo, colummas o analistas. Un
método es reproducible cuando el coeficiente de variacién no es mayor del

15%, €l cual se determina con la férmula expresada anteriormente.
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2.5.3 Exactitud
= FExactitud es Ja concordancia entre el valor obtenido
experimentalmente y el valor de referencia. Se determina mediante
la desviacidén absoluta del valor promedio de las concentraciones
experimentales de cada nivel de la curva, con respecto a la

conceniracion nominal de la muestra, de 1a siguiente manera:

. inal- . i .
% Desv. Absoluta=100 x | (Conc. Nominal- Conc. Experimental prom.)

\ Conc. Nominal

La concentracidén experimental en caso de analisis por CLAR, se
obtiene tratando la relacién de alturas de los estindares de la curva
considerados como desconocidos e introduciéndolos en la ecuacién
derivada del analisis de regresion lineal de la curva de referencia en
plasma (proveniente de pesada independiente), para obtener los valores

de "cantidad recuperada" o "cantidad experimental".

Para considerar el método como exacto, el valor promedio de las
determinaciones en cada nivel de concentracion deben estar dentro del £15%

del valor nominal de concentracién.
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2.5.4 Limite de cuantificacién

= El limite de cuantificacion es la concentracién mas baja del
compuesto que puede cuantificarse cumpliendo con la precision y
exactitud establecidas en el método. Se establece gue el punto tiene
validez como limite de cuantificacion si el valor promedio de las
cinco repeticiones cae dentro del £20% del valor nominal con un

coeficiente de variacién no mayor del 20%.

2.5.5 Limite de deteccion

» El limite de deteccidén es la minima concentracién de un compuesto
en una muestra que puede ser detectado, pero no necesariamente
cuantificado, bajo las condiciones de operacion establecidas. Como
limite de deteccion se considera aquella concentracién cuya

respuesta es de 2 a 4 veces la sefial del ruido de fondo.
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2.5.6 Selectividad
= Selectividad es la capacidad de un método analitico para
cuantificar exacta y especificamente el compuesto a analizar, en

presencia de otros compuestos que pudieran estar presentes en la

muestra,

2.5.7 Recuperacion relativa

» Recuperacion relativa es la eficiencia de un método analitico para
cuantificar el o los compuestos por analizar en la muestra
biologica. Se evalua determinando ¢l porcentaje de recuperacion a
cada nivel de concentracién, el cual debe ser consistente en cada

nivel de concentracién dentro del rango.

2.5.8 Estabilidad de 1a muestra analitica
= Estabilidad de la muestra analitica, es la propiedad del compuesto
por analizar, de conservar sus caracteristicas en la matriz biolbgica,
desde el momento del muestreo hasta su analisis. Se determina

evaluando el porcentaje de desviacién absoluta, el cual deberd ser

menor al 15%.
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IIIl. PARTE EXPERIMENTAL

31 METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE

PRAZICUANTEL EN PLASMA

3.1.1 Material, equipo e instrumentos

» Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucion Perkin Elmer equipado
con:

Bomba binaria I.C 250,

Detector de longitud de onda variable UV-VIS, modelo LC-95.

Valvula de inyeccién con loop de 20 pL.

s Balanza analitica Sartorius, modelo 1 800.

+ Centrifuga Beckman, modelo TJ-6.
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e Agitador Sybron Thermolyne, tipo 16700 Maxi Mix L.

+ Micropipeta Eppendorff de 100 a 1000 ul.

* Micropipeta Finnpippette de 50 a 250 pl.

s Ultrasonido Bransonic modelo PC 620.

e Equipo para filtracion al vacio. Milli-Q con membrana de 0.45 pm de

porosidad.

3.1.2 Reactivos y sustancias de referencia

* Prazicuantel. Estandar secundario. Lote: 9002 01 11 02, donado por
Bayer de México.

e Diazepam, Estandar secundario S/L.

¢ Acetona R.A.,JT. Baker.

* Alcohol etilico R.A., JT. Baker.

e Eter isopropilico R.A., J.T. Baker.

e Acetato de etilo R.A., JT. Baker.

e Acetonitrilo, grado HPLC Mallinckrodt.

¢ Agua deionizada grado HPLC.
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3.1.3 Preparacion de las soluciones

s Solucién Estéindar de Prazicuantel en acetona. Pesar exactamente 10 mg
de prazicuantel, sustancia de referencia, transferir a un matraz
volumétrico de 10 mL y llevar a volumen con acetona (1.0 mg/mL). De
esta solucién, transferir 1.0 mL a un matraz volumétrico de 10 mL y
llevar a volumen con acetona (100 pg/mL). A partir de la solucién
anterior, realizar las diluciones necesarias para obtener concentraciones
de 0.125,0.25,0.5, 1,2 y 4 pg/mi (tabla 1). Tomar 1.0 mL de cada una
de las soluciones v agregar 150 uL de estandar interno (Diazepam 10
ug/mL).

¢ Solucién Estandar de Prazicuantel en plasma. Pesar exactamente 10.0 mg
de prazicuantel, sustancia de referencia, transferir a un matraz
volumétrico de 10 mL y 1levar a volumen con plasma (1.0 mg/mL). De
esta solucién, transferir 1.0 mL a un matraz voluméinco de 10 mL y

llevar a volumen con plasma (100 pg/mL). A partir de la solucién
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anterior, realizar las diluciones necesarias para obtener concentraciones
de 0.125,0.25, 0.5, 1, 2 y 4 ug/mL (tabla 1).

Tabla 1. Preparacién de la curva de calibracion de prazicuantel en plasma o

aceiona
Concentraciéon Alicuota de la Volumen final
(ng/mL) solucion de 100 con plasma o
pg/mL acetona

(L) (mL)
0.125 12.5 10
0.25 25 10
0.5 50 10
1 100 10
200 10
4 400 10

e Solucién de Estandar Interno (E.I). Pesar exactamente 10 mg de
diazepam, sustancia de referencia, disolver y llevar a volumen de 10 mL
con alcohol etilico (1.0 mg/ml). De esta solucidén tomar I mL y lievar a
10 mL con alcohol etilico (100 pg/mi). Finalmente, de la solucién
anterior, tomar 1 mL y {levar a voldmen de 10 mL con alcohol etilico (10
pg/ml).

e Fase mévil. En una probeta de 1000 mL, medir con exactitud 450 mL de

acetonitrilo y 500 mL de agua deionizada grado HPLC. Mezclar, filtrar
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através del equipo Milli-Q y desgasificar por medio de ultrasonido

durante 10 a 15 minutos.

3.1.4 Meétodo de extraccion

A 1 mL de muestra plasmatica se le adicionan 150 pL de la solucién de
Estandar Interno (Diazepam 10 pg/ml). La muestra se agita durante 10
segundos en un vortex, se le afiaden 6 mL de mezcla de extraccion éter
isopropilico:acetato de etilo (45:55), agitando en vértex durante 6 minutos.
Posteriormente, la muestra se centrifuga durante 15 minutos a 3000 r.p.m.
Las fases se separan y la fase orgénica se evapora a sequedad bajo corriente
de nitrégeno a 40°C. El residuo se reconstituye en 40 pL de fase moévil

acetonitrilo:agua (55:45).
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Procedimiento: se inyectan 20 pL al sistema cromatografico, utilizando

las siguientes condiciones cromatogrificas:

¢ Columna: Waters Spherisorb ODS2, 4.6 x 250 mm ID, tamafio de
particula 5 pm.

¢ Velocidad de flujo: 1.5 mL/min.

e Temperatura ambiente.

s Longitud de onda: 217 nm.

o Tiempo de corrida: 10 min.
En la figura 2 se muestra el diagrama del método analitico empleado para

extraer prazicuantel.
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L 1.0 mL de muestra plasmiética

A 4

150 L de estandar intemo (10 pg/ml)

!

Agatar 10 segundos en vortex J

:

,6 mL de Mezcla de extraccién
Eter isopropilico: acetato de etilo
45:55

Agitar en vértex
6 minutos

A

LCenmfugar 15 minutos 3000 r.p.m.

h 4

Separar las fases ]

A
Evaporar la fase organica a sequedad en bafio maria l

bajo corriente de nitrégeno

Reconstituir en 40 pL de fase mévil
ACNMH;O (45:55)

Figura 2. Diagrama para la extraccion de PZQ en plasma
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR

PRAZICUANTEL EN PLASMA

3.2. Validacion del sistema.
3.2.1. Linealidad del sistema.

La linealidad del sistema se determiné preparando, a partir de pesadas
independientes, 3 curvas patrén de prazicuantel en acetona, en el intervalo
de concentraciones de 0.125-4 pg/mL. Se tomd 1 mL de cada solucién y se
les agregaron 150 pL de E.I, se evaporaron bajo corriente de nitrégeno a
40°C, se reconstituyeron en 0.4 mL de fase moévil y se inyectaron 20 pk al
cromatografo. Se graficé la relacién de alturas (PZQ/EI) contra la
concentracion y para cada curva se determind, por un ajuste de minimos
cuadrados, el coeficiente de correlacion (1), el coeficiente de determinacion

(r?) v el error debido a la regresién.
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3.3 Validacion del método
3.3.1 Linealidad del método

Para evaluar 1a linealidad del método, se prepararon 3 curvas patrén
de prazicuantel en plasma a partir de pesadas independientes, en el intervalo
de concentraciones de 0.125-4 ug/ml. Las muestras se procesaron y se
inyectaron de acuerdo al procedimiento descrito anteriormente (inciso 3.1.4).
Se graficd la relacién de alturas (PZQ/EI) contra la concentracién y para
cada curva se determiné el coeficiente de correlacion (r), y el coeficiente de

determinacién (r%).

3.3.2 Precisién del método
= 3.3.2.1 Repetibilidad del método

Este parametro se evalud en un mismo dia de trabajo, bajo condiciones
idénticas de analista, equipo y laboratorio. Se prepararon tres curvas pafron
de PZQ en plasma en ¢l intervalo de concentraciones de 0.125-4 ug/mi y se¢
procesaron de acuerdo al procedimiente mencionado anteriormente (inciso
3.1.4). Se determiné el promedio, la desviacién estandar y el coeficiente de

variacién de cada nivel de concentracion.
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3.3.2.2 Reproducibilidad del método

Para evaluar la reproducibilidad del método, se prepararon 3 curvas
patron de prazicuante! en plasma en el intervalo de concentraciones ya
mencionado, en fres dias continuos de trabajo, conservando las mismas
condiciones de equipo y laboratorio. Se determiné el promedio, desviacién

estandar y el coeficiente de variacion para cada nivel de concentracion.

3.3.3 Exactitud del método

Se evalué a partir de los datos de repetibilidad y reproducibilidad. Se
determind la desviacion absoluta del valor promedio de las concentraciones
experimentales de cada nivel de la curva, con respecto a la concentracién
nominal de la muestra (Seccién 2.5.3), tomando como referencia, la curva de

calibracién en plasma proveniente de una pesada independiente.
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3.3.4 Limite de cuantificacién

Se evalud, preparando soluciones de PZQ en plasma en
concentraciones de 0.06 pg/ml, 0.09 pg/ml y 0.125 pg/ml por
quintuplicado. Se determind el porcentaje de desviacion absoluta y el

coeficiente de variacidn.

3.3.5 Limite de deteccion

Se evalud preparando muestras de prazicuantel en plasma en el
intervalo de concentraciones de 31.15-62.5 ng/ml, determinando Ia relacién
de alturas (PZQ/E.L) para estas concentraciones, asi como la sefial de ruido

de fondao.

3.3.6 Selectividad

Se determiné analizando muestras blanco de plasma (provenientes de
dos voluntarios), muestra de plasma adicionada con cafeina, ranitidina,
carbamazepina y fenitoina, muestra de plasma adicionado con PZQ y
estindar interno, muestra de plasma conteniendo PZQ), cafeina, ranitidina,

carbamazepina, fenitoina y estandar interno.
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3.3.7 Recuperacion relativa.

Se prepararon tres curvas patron en plasma, en ¢l intervalo de
concentraciones ya indicadas. Los resultados de concentracion obtenida en
plasma, se compararon con los resuitados de concentracion en solucidén
(acetona) en el mismo intervalo, determinando el porcentaje de recuperacion

a cada nivel de concentracion.

3.3.8 Estabilidad de la muestra analitica

Se determinaron las condiciones de temperatura y tiempo en las que el
prazicuantel podia permanecer estable en plasma durante su
almacenamiento, para ello se evalud la respuesta de muestras preparadas por
duplicado a tres niveles de concentracién (alto, medio y bajo) dentro del
intervalo de trabajo, bajo las siguientes condiciones:
Estabilidad de la muestra en refrigeraciéon

Para establecer la estabilidad de las muestras en refrigeracion, se
prepararon por duplicado muestras de prazicuantel con concentraciones de

0.2, 1.5 y 3.5 pg/ml en plasma, las cuales se mantuvieron en refrigeracion a

b e e N b ]
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5°C. Las muestras se analizaron al tiempo cero, 30 y 60 dias después de su
preparacion.
Estabilidad de la muestra durante ciclos congelacién-descongelacion.

Se evalud preparando por duplicado muestras de prazicuantel con
concentraciones de 0.2, 1.5 y 3.5 pg/ml en plasma, las cuales se mantuvieron
en congelacion a —20°C. Las muestras se analizaron al tiempo cero y se

descongelaron a los 30 y 60 dias después de su preparacién para su andlisis.

3.4 ESTUDIO FARMACOCINETICO EN VOLUNTARIOS SANOS

Para demostrar que el método analitico para cuantificar prazicuantel
en plasma validado anteriormente, servia para cuantificar muestras de
pacientes y/o voluntarios, se analizaron muestras de dos voluntarios sanos de
sexo masculino, provenientes de un estudio de farmacocinética de
prazicuantel, llevado a cabo dos semanas antes en ¢l laboratorio de
Neuropsicofarmacologia del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia "Manuel Velasco Sudrez". Las muestras permanecieron

congeladas a ~20°C hasta el dia de su analisis.
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Las muestras plasmaticas se analizaron utilizando €l método analitico

por cromatogratia de liquidos de alta resolucion previamente validado.

Para iniciar ¢l anélisis, se proceso una curva de calibracion en plasma,
la cual debia cumplir con los criterios establecidos en la validacion. La
concentracién de prazicuantel en las muestras plasmaticas analizadas, se
determind sustituyendo los valores de relacion de alturas de cada muestra en
la ecuacion de la recta de la curva de calibracion, generada por un ajuste de

minimos cuadrados.

Asi mismo, para demostrar la validez de la corrida, se prepararon
puntos control en plasma a tres niveles de concentracion (alto, medio y
bajo), dentro del intervalo de trabajo, los cuales debian de cumplir con los

criterios de precisién y exactitud establecidos en la validacion del método.

A partir de los datos de concentracién plasmatica, se graficaron los
perfiles de concentracién vs tiempo de muestreo y se obtuvieron para cada
sujeto los parametros farmacocinéticos de area bajo la curva (ABC, estimada
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por el método trapezoidal), concentracién plasmatica maxima (Cmax) y el
tiempo al cual se alcanza dicha concentracién (Tmax), determinados
directamente de la grafica individual de concenfracién plasmética contra
tiempo, la constante de eliminacion aparente (Ke), determinada mediante el
método de residuos y su cotrespondiente tiempo de vida media (t;»)

calculado como 0.693/Ke.
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IV. RESULTADOS Y ANALISIS DE

RESULTADOS

4.1. VALIDACION DEL SISTEMA
4.1.1 Linealidad del sistema,

En la figura 3 se presentan los resultados obtenidos en la evaluacién
de )a linealidad del sistema, en donde podemos observar que el coeficiente
de regresion lineal fue de 0.9993 y el error relativo debido a la regresion de
0.0345, indicando que la relacion matemAatica entre concentracién y

respuesta, es continua y reproducible.



Relacion age Alturas (XZQ/1.1. )

Resultados v andlisis de resultados

3.5
3.0
2.5 _
2.0
15 _ r =0.9996
j r? =0.9993
1.0 - Sy/x = 0.0345
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Figura 3. Linealidad del sistema para la cuantificacién de PZQ.
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4.2 VALIDACION DEL METODO

4.2.1 Linealidad del método

La figura 4 muestra la linealidad promedio del método analitico en un
intervalo de concentraciones entre 0.125 y 4 ug/mL, obteniendo un
coeficiente de correlacidén promedio de 0.9997 lo cual indica que la relacidn
matematica entre concentracion y respuesta es continua dentro del intervalo
de concentraciones de trabajo. En la tabla 2 se presentan los valores de la
relacidn de alturas promedio de las 3 curvas preparadas en plasma para
evaluar la linealidad del método, en donde observamos un C.V. que varia
entre 1% y 8%, demostrando que dicha relacion matematica e€s
reproducible. Por lo anteriormente mencionado y de acuerdo a ios criterios
establecidos, el método analitico para la cuantificacién de PZQ en plasma es

lineal dentro del intervalo de 0.125 a4 pg/mL.
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Figura 4. Linealidad de! método analitico para la cuantificaciéon de PZQ en

plasma.
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Tabla 2. Linealidad del método analitico para la cuantificacion de PZQ en

plasma.
Concentracion Relacion de Desviacién Cocficiente de
pg/mL Alturas Estandar Variacién (%)
Promedio
PZQ/EX
0.125 0.1157 0.0096 8%
(.25 0.2094 0.0029 1%
0.5 0.4299 0.0107 2%
i 0.8549 0.0454 5%
2 1.6139 0.0321 2%
4 3.2941 0.0930 3%
=(0.9998
r’=0.9997

4.2.2 Precision del método
4.2.2.1 Repetibilidad del método

En la tabla 3 se presentan los resultados de la repetibilidad del método
analitico que se obtuvieron al evaluar 3 curvas de calibracion de PZQ en
plasma, que fueron analizadas por el mismo analista, bajo las mismas
condiciones de trabajo y en el mismo dia.
Los datos indican que los coeficientes de variacion se encuentran dentro de

un intervalo que varia entre 1% y 8% por lo que segun las especificaciones,
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¢l método analitico para cuantificar PZQ en plasma, es repetible, ya que los

coeficientes de variacion no son mayores al limite, cuyo valor es del 15%.

Tabla 3. Repetibilidad del método analifico para la cuantificacién de PZQ en
plasma.

Concentracion Relacion de Alturas Promedio D.E. CV (%)
pg/mL promedio
PZQ/EI
Curva | Curva §| Curva
1 2 3

0.125 0.1264 | 0.1129 | 0.1079 0.1157 0.0096 8%
0.25 0.2123 | 0.2092 ! 0.2066 0.2094 0.0029 1%
0.5 0.4266 { 04212 ]| 0.4418 0.4299 0.0107 2%

1 0.8986 | 0.8583 | 0.8079 0.8549 0.0454 5%

2 1.6486 1 1.6081 | 1.5851 1.6139 0.0321 2%

4 3.3494 | 3.1867 | 3.3461 3.2941 0.0930 3%




Resultados y andlisis de resultados

4.2.2.2 Reproducibilidad del método

En 1a tabla 4 se encuentran los resultados de la reproducibilidad del
método analitico para cuantificar PZQ en plasma. Se presentan los
resultados promedio para cada dia evaluado asi como la variacidn total,
expresada como CV. Los resultados demuestran que los coeficientes de
variacion para las curvas se encuentran entre el 1 y el 6%, por lo que de
acuerdo a las especificaciones con relacion a este pardmetro de validacidn,
cumple satisfactoriamente con los criterios establecidos que indican que los
coeficientes de variacidon no deben ser mayores al 153%. Por lo tanto, el

método analitico fué reproducible en las condiciones intradia de analisis.
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Tabla 4. Reproducibilidad del método analitico para la cuantificacion de

PZQ en plasma.
- Concentracién Relacion de Alturas Promedio | D.E. | CV (%)
pg/mL promedic
PZQ/EL
Dial | Dia 2 { Dia 3

0.125 0.1241 101233 1 0.1283 0.1252 0.0027 2%
0.25 0.2253 | 0.2125 | 0.2398 0.2259 0.0137 6%
0.5 04575104116 | 0.4538 0.4410 0.0255 6%
1 095551 0.8652 | 0.9145 09117 0.0432 5%
2 1.7447 1 1.6055 | 1.7448 1.6983 (.0804 5%
4 3.4394 [ 3.3994 | 3.4670 3.4353 0.0340 1%
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4.2.3 Exactitud del método

En la tabla 5 se muestran los resuitados promedio de las
concentracion interpolada asi como la variacidn con respecto a la
concentracién mnorninal, representada como porcentaje de desviacion
absoluta. Se puede observar que el promedio de la desviacion con respecto a
la concentracidn nominal para cada uno de los niveles de concentracion, es
menor al 15%, por lo que, el método es exacto al cumplir con la
especificacion establecida que indica que la desviacion debe estar dentro del

+15% del valor nominal de concentracion.

Tabla 5. Exactitud del método para cuantificar PZQ en plasma

Curva de Concentracion Conc. Exp. %Desv.
Referencia experimental Promedio Absoluta
(ug/mL) . (pg/mlL) (ng/mL)
Curva | Curva 2
0.1282 0.1083 0.1382 0.1233 3.9
0.2316 0.2414 0.2333 0.2374 2.5
0.4896 0.4983 0.5393 0.5188 6.0
1.0577 1.0236 0.9435 0.9836 7.0
1.9604 2.0048 2.0215 2.0132 2.7
4.0076 3.9815 3.9988 3.9902 04
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4.2.4 Limite de cuantificacién

En la tabla 6 se muestran los resultados de relacion de alturas de
PZQ/EI para la concentracién de 0.125 pg/mL, en donde se observa que al
cuantificar por quintuplicado dicha concentracidn, se obtiene un CV menor
al 20%. En la misma tabla sc presentan los resultados promedio del
porcentaje de desviacion absoluta, en donde se observa que el porciento de
la desviacién con respecto a la concentracion nominal es inferior al 20%.
Para las concentraciones de 0.06 pug/mlL y 0.09 pg/mb no se cumplioé con
estos criterios, por 1o tanto, la concentracidén minima que ¢s cuantificada con
precision y exactitud bajo las condiciones normales de trabajo, es de 0.125
ug/mL

Tabla 6. Limite de cuantificacion.

Concentracion Relacidén de Alturas
(ng/mL)

0.125 0.1217

0.125 0.1264

0.125 0.1129

0.125 0.1266

0.125 0.130

Promedio 0.1235

Desviacién Estandar 0.0066
C.V. (%) 54
%Desv. Abs. prom. 4.9
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4.2.5 Limite de deteccion

El limite de deteccion fue de 0.06 pg/mL, la altura encontrada para
esta concentracion fue de 2.19, mientras que la seflal de ruido de fondo
presentd una altura de 1.077, considerando que & esta conceniracién, la

respuesta correspondiente es aproximadamente 2 veces mayor que el ruido

de fondo.

4.2.6 Selectividad

Después de afiadir cafeina, ranitidina, carbamazepina y fenitoina a
diferentes muestras plasmaticas y pocesarlas de acuerdo a lo descrito
anteriormente, no se observé ninguna sefial que interfiriera con los picos de
interés, por 1o cual €l método se considerd selectivo para la cuantificacién de
prazicuante! en plasma. En las figuras 5-8 se muestran los cromatogramas

representativos al analizar:
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a} Muestra de plasma (Fig.5).
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b) Muestra de plasma adicionada con cafeina, ranitidina, carbamazepina y

fenitoina (Fig. 6).

¢) Muestra de plasma adicionado con PZQ v estdndar interno (Fig. 7).

d) Muestra de plasma conteniendo PZQ, cafefna, ranitidina, carbamazepina,

fenitoina y estandar interno (Fig. 8).
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Figura 5. Mucstra de plasma
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Figura 6. Muestra dc plasma
adicionada con cafeina,
ranitidina, carbamazepina y
fenitoina.
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Figura 7 Mucstra de
plasma adicionado con PZQ
y E.L

pATY

«—— PZQ

@
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Figura 8. Muestra de plasma
conteniendo PZQ, cafeina,
ranitidina, carbamazepina.
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4,2.7 Recuperacion relativa

En la tabla 7, se muestra el porcentaje de recobro obtenido para PZQ en
plasma. En la tabla se puede observar que la recuperacién promedio estuvo
enire 91.9% y 99.7%. Las especificaciones indican que ¢l porcentaje de
recuperacion no debe ser necesariamente del 100% pero debe ser consistente
en cada nivel de concentracion, al cumplirse satisfactortamente el apartado, el

método analitico cumple con este parimetro de validacién.

Tabla 7. Recuperacion relativa de PZQ.

Concentracion Relacion de Relacion de % de
(ng/mL) alturas en alturas en plasma | Recobro
acetona promedio Promedio

0.125 0.0785 0.0735 93.63

0.25 0.1605 0.1555 96.88

0.5 0.3789 0.3739 98.68

1 0.7069 0.7019 99.29

2 1.3976 1.3926 99.64

4 2.8920 2.8870 99.82
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4.2.8 Estabilidad de la muestra analitica

Estabilidad de las muaestras en refrigeracion (5°C)

En la tabla 8 se muestran los resultados de estabilidad para muestras
plasmaticas de PZQ, las cuales estuvieron almacenadas bajo condiciones de
refrigeracion a 5°C. Las muestras fueron analizadas al tiempo cero, 30 y 60
dias después de su preparacion. Se puede observar que el porcentaje de
desviacidn absolutz con respecto a la concentracion inicial para los controles
bajo, medio y alto, se encuentran por debajo del 15%, por lo que se conchrye
que las muestras plasmaticas con PZQ son estables hasta 60 dias en

condiciones de almacenamiento en refrigeracion a 5°C.
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Tabla 8.Estabilidad de las muestras en refrigeracion.

Tiempo cero

Control Bajo | Control Medio Control Alto
0.2 pg/mL 1.5 ug/mL 3.5 pg/mL
Conc. Exp. 0.2009 1.4581 3.5523
Conc. Exp. 0.2048 1.4515 3.4724
Promedio 0.2028 1.4548 3.5123
30 dias
Control Bajo Control Medio Control Alto
0.2 pg/mL 1.5 pg/mL 3.5 ng/mlL
Cone. Exp. (.2044 1.4331 3.4474
Conc. Exp. 0.2105 1.4502 3.3647
Promedio 0.2074 1.4416 3.4060
%Desv. Absoluta 2.27 0.90 3.03
60 dias
Control Bajo Control Medio Control Alto
0.2 pg/mL 1.5 pg/mL 3.5 pg/mL
Conc. Exp. 0.2083 1.5818 3.7079
Conc. Exp. 0.2113 1.4470 3.7294
Promedio 0.2098 1.5144 3.7187
%Desv. Absoluta 1.13 5.05 9.18
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P

Estabilidad de las muestras en congelacion

En la tabla 9 se muestran los resultados de estabilidad para muestras
plasmaticas con PZQ que estuvieron en congelacién y que fueron analizadas
al tiempo cero, 30 v 60 dias después de su preparacidn. Se observa que el
porcentaje de desviacién absoluta con respecto a la concentracion inicial para
los controles bajo, medio y alto se encuentra por debajo del 15%, indicando
que las muestras son estables después de dos ciclos de congelacién-

descongelacion a -20°C hasta 60 dias después de su preparacion.

I

44 e —————]



Resuitados y analisis de resultados

Tabla 9. Estabilidad de las muestras en congelacion.

Tiempo cero

Control Bajo Control Medio Control Alto
0.2 pg/mL 1.5 pg/mL 3.5 ug/mL
Cong. Exp. 0.2083 1.4654 3.5627
Conc. Exp. 0.2080 1.4606 3.5731
Promedio 0.2081 1.4630 3.5679
30 dias
Control Bajo Control Medio Control Alto
0.2 pg/mL 1.5 pg/mL 3.5 pg/mL
Conc. Exp. 0.2089 1.4776 3.5314
Conc. Exp. 0.2085 1.4661 3.5627
Promedio 0.2087 1.4719 3.5471
%Desv. Absoluta 0.26 0.60 0.58
60 dias
Control Bajo Control Medio Control Alto
0.2 pg/mlL 1.5 ng/mL 3.5 pg/mL
Conc. Exp. 0.2099 1.4759 3.5245
Conc. Exp. 0.2078 1.4509 3.4828
Promedio 0.2088 1.4634 3.5036
%Desv. Absoluta 0.07 0.57 1.22
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4.3 ESTUDIO FARMACOCINETICO EN VOLUNTARIOS SANOS

Después de haber validado el método analitico, se analizaron muestras
de dos voluntarios sanos a los cuales se les administrd PZQ, para probar que el
método era capaz de cuantificar este farmaco en muestras plasmaticas de

pacientes o voluntarios. -

En la figura 9 se muestra la curva de calibracion en plasma elaborada
para la cuantificacién de PZQ en las muestras, Todos los puntos de la curva
cumplen con el pardmetro de exactitud establecido durante la validacion del

método, y su coeficiente de correlacion es de 0.9952.

Los resultados de las muestras de control de calidad sometidas a analisis
para validar fa cormnda cromatografica se muestran en la tabla 10, en la que s¢
puede observar que todos cumplieron con el criterio de no superar el valor del
+20% de su concentracion nomunal respectiva, por lo que Ja corrida se

consider6 valida.
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Figura 9. Curva de calibracion para el andiisis de las muestras.



Resultados v analisis de resuitados

Tabla 10. Analisis de los puntos de control de calidad.

Concentracion Relacion de Concentracion | Desv. Abs. (%)
real alturas (PZQ/EI); interpolada
(1g/mL) (ng/mL)
0.2 0.0494 0.2051 3
0.75 0.3250 0.7916 6
3 1.3138 2.8952 3

A continuacion se muestran los resultados de la cuantificacién de los
niveles de PZQ en plasma y los resultados de los parametros farmacocinéticos

calculados a partir de Jos datos de concentracién plasmatica.

Los valores de la concentracién plasmatica de PZQ para cada voluntario
a cada tiempo de muestreo, después de la administracién de 600 mg de PZQ
s¢ muestran en las tablas 11 y 12 vy las graficas correspondientes se muestran

en las figuras 10y 11,

En la tabla 13 se muestran los parametros farmacocinéticos calculados a

partir de los valores individuales de cada sujeto.
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Tabla 11. Concentraciones plasmdticas de PZQ correspondientes al

voluntariol

Tiempo (h) | Concentracién
{ng/mL)

0 0.1526
(.25 0.2659
0.5 0.6891
1 1.2493
1.25 1.1883
1.5 1.0481
1.75 0.9767
2 (.8040
4 0.3305
6 0.2632
8 0.1896
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Figura 10. Grifica de niveles plasmaticos de PZQ. Voluntario 1.
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Tabia 12. Concentraciones plasmaticas de PZQ correspondientes al

voluntario 2

Tiempo (h) | Concentracion
(ng/mL)
0 0
0.25 0.1993
0.5 0.2577
] 0.5487
1.25 0.8658
1.5 1.2658
1.75 1.8344
2 1.7692
4 0.6564
6 0.4461
| 8 0.2414
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Figura 11, Grafica de niveles plasmaticos de PZQ. Voluntario 2
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Tabla 13. Parameiros farmacocinéticos. Voluntarios 1 y 2

Parametro Voluntario 1 Voluntario 2
ABC,, (ug /mlL/h) 3.6739 3.7987
ABCy,, (1g /mL/h) 5.0390 45382

Ke (h™) 0.1389 0.3265
t1 (h) 4989 2.212
Ka (h™) 0.8307 1.977
Chax (g/mL) 1.2493 1.8344
tmax (1) ] 1.75

Al analizar los parimetros farmacocinéticos de cada voluntario, se
observan diferencias entre algunos de éstos, lo cual es debide a la gran
variabilidad interindividual que presenta el PZ(Q (28). Sin embargo, se observa
que los niveles plasmaticos obtenidos en el voluntario 2, se aproximan a los
reportados en la literatura: Jung y cols. (31) reportan un t;» de 2.33 £0.34 h
después de la administracion de una dosis Unica de 50 mg/Kg mientras que
Watt y cols. {39) encontraren un valor de 2.1 £ 0.29 h después de una dosis
oral de 40 mg/Kg. Con respecto a la constante de ehminacién (Ke), Jung y
cols. (31) reportan un valor promedio de 0.308 £ 0.43, valor que no difiere del

valor encontrado para ¢l voluntario 2.
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S1 se comparan los valores obtenidos de tg. para ambos sujetos se
observa poca variabilidad, asi como en los valores de ABCy; y de ABCy,, El
valor promedio reportado en la literatura por Jung y cols. para tp, es de
1.75h, observando que no difiere significativamente con el valor encontrado
en el analisis para el voluntario 2. Sin embargo Ia constante de absorcion (Ka)
reportada por Jung y cols. es de 1.15 + 0.36 por lo que difiere en
aproximadamente 0.467 h™' para el voluntario 2 y 0.0407 h™' para el voluntario
1.

En general se observa hay cierta coincidencia entre los valores
reportados en la literatura y los determinados para los sujetos en el analisis,
puntualizando que para obtener mas informacidn, €s necesario contar con un
mayor numero de voluntarios y realizar los estudios farmacocinéticos bajo el

mismo esquema de dosificacion.

De acuerdo a lo anterior, se propone que el método para cuantificar
PZQ en plasma, utilizando una extraccion liquido-liguido, validado
anteriormente, es aplicable para cuantificar confiablemente PZQ en muestras

plasméticas de pacientes o voluntarios.

l
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Conclusiones

V. CONCLUSIONES

El método analitico desarrollado y validado, resulto ser:

Lineal en plasma en ¢l intervalo de concentraciones entre 0,125 y 4 pg/ml..
* Preciso (reproducible y repetible) tanto en un dia como en varios dias,
cuando el analisis es realizado por ¢l mismo analista, en el mismo

laboratorio, bajo las mismas condiciones de trabajo y el mismo equipo.

Exacto en el intervalo de concentraciones entre 0.125 y 4 ug/mL.

= Sensible, ya que la concentracidon minima detectable es de 0.06 pg/mL y la
concentracion mintma que es cuantificada con precisién y exactitud es de
0.125 pg/mL.

» Selectivo, ya que no se presentaron interferencias del plasma ni de algunas

sustancias exdgenas {cafeina, ranitidina, carbamazepina y fenitoina).

La muestra analitica es estable, al almacenarla en congelacidn y

refngeracion durante 2 meses.
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Conclusicnes

El método resulté adecuado para el analisis de muestras plasmaticas de
voluntarios sanos que contengan prazicuantel. Por lo tanto, cabe suponer que
es aplicable en muestras plasméticas de pacientes a 1os que se les esté

administrando dicho farmaco para el tratamiento de la neurocisticercosis.

Para aquellos estudios en los que se maneje un gran niimero de muestras,
este método es adecuado ya que disminuyen considerablemente los costos y el
tiempo necesario para realizar el andlisis, ademis de que la técnica de

extraccion es sencilla y poco toxica.
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