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Resumen

La neurocisticercosis es una parasitosis humana causada por la invasién de las
larvas de Taenia solium en el sistema nervioso central. Es una enfermedad
pleomoérfica debido a las variaciones en el numero, tamano y localizacion de los
cisticercos. Sus manifestaciones clinicas pueden ser desde asintomaticas hasta la
muerte subita. A pesar de tener un decremento en el numero de casos, sigue

presente en regiones como América Latina y el Caribe.

El albendazol y el praziquantel son las Unicas opciones terapéuticas disponibles
para el tratamiento de la neurocisticercosis, pero presentan limitaciones en su
solubilidad y metabolismo, respectivamente. Recientemente, el oxfendazol, un
antiparasitario empleado en medicina veterinaria ha demostrado en estudios de
farmacocinética en voluntarios sanos tener una concentracion plasmatica maxima

superior a la del albendazol, lo cual puede indicar su posible efecto antihelmintico.

Para continuar con la investigacion biofarmacéutica y farmacocinética en pacientes,
es esencial contar con un método bioanalitico confiable para la cuantificacién de

oxfendazol en plasma.

En el presente trabajo se desarrolld6 un método analitico por cromatografia de
liquidos de alta resolucion (HPLC) con deteccion UV-VIS. El método utilizé una
extraccion liquido-liquido con acetato de etilo. La separacion cromatografica se
realizé empleando como fase mévil una solucion amortiguadora de acetato de sodio
0.025 M pH 5.0, acetonitrilo y metanol en proporcién 42:42:16 y una columna Gemini
C18 (150 X 4.6 mm, 5um). La validacion del método analitico se realiz6 siguiendo

los lineamientos que marca la norma oficial mexicana NOM-177-SSA1-2013.

El método desarrollado demostré ser lineal en el rango de 0.3 a 4.8 pg/mL, selectivo,
lineal, exacto y preciso en términos de repetibilidad y reproducibilidad. El porcentaje
de recobro fue mayor al 85%. Las muestras se pueden almacenar durante tres

meses sin que se presente degradacion del farmaco.
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1 INTRODUCCION

Los antihelminticos son medicamentos utilizados para tratar y controlar infecciones
por nematodos, trematodos y cestodos, parasitos que afectan tanto a animales
como a humanos (Nixon et al., 2020). Entre las helmintiasis mas graves se
encuentra la neurocisticercosis humana, causada por las larvas del cestodo Taenia

solium en el sistema nervioso central.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes incluyen epilepsia, signos
neurologicos focales y presidn intracraneal elevada, aunque estas pueden variar
segun el numero, localizacion y estadio de los cisticercos, asi como de la respuesta

inmunoldgica del huésped (Jung-Cook, 2012).

La neurocisticercosis sigue siendo un problema de salud en América Latina,
afectando a millones de personas. Datos recientes indican un aumento en el numero
de ingresos hospitalarios en Colombia, lo que resalta la necesidad urgente de

desarrollar nuevas estrategias para su manejo.

Tipicamente el tratamiento farmacolégico de esta enfermedad se limita al uso de
albendazol vy praziquantel. Sin embargo, presenta una gran variabilidad en la
eficacia debido a que el albendazol presenta absorcidn gastrointestinal limitada y el
praziquantel un extenso metabolismo (Jung-Cook, 2012). Es por lo anterior que se

requiere contar con otras opciones terapéuticas.

Un tratamiento potencial recién propuesto es el oxfendazol, un farmaco de uso
veterinario que ha demostrado en estudios preclinicos en cerdos, tener una
actividad sustancial contra los estadios tisulares de Taenia solium (cisticercosis)
incluso con una sola dosis oral (An et al., 2019a).

A la fecha se han reportado los resultados de los primeros estudios en seres
humanos mostrando que el oxfendazol es seguro y bien tolerado en diferentes dosis
crecientes. Ademas, se observé que la concentracion maxima del oxfendazol (3010
ng/mL) es superior a la del sulféxido de albendazol (220 ng/mL) y del mebendazol
(14 ng/mL), (An et al., 2019b; Bach et al., 2020).
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Considerando los resultados reportados en humanos y su potencial uso en la clinica,
sera necesario a futuro, caracterizar su farmacocinética en pacientes con
neurocisticercosis. Para realizar este tipo de estudios se requiere contar con un

método analitico confiable para la cuantificacion de oxfendazol en plasma.

2 ANTECEDENTES

2.1 Caracteristicas generales de los helmintos

Los helmintos son organismos multicelulares de gran tamafo que, en general, son
visibles a simple vista en sus etapas adultas. Los helmintos que parasitan a los
humanos pertenecen a dos categorias taxondmicas o filos: nematelmintos, que
comprenden a los nematodos (gusanos redondos) y platelmintos, que incluyen a los
cestodos (gusanos planos) y trematodos (gusanos planos en forma de hoja),
(Weller, 2022).

Los nematelmintos incluyen parasitos importantes que pertenecen a los
géneros Trichuris, Trichinella, Strongyloides, Necator, Ancylostoma, Ascaris,
y Onchocerca. Dentro de los platelmintos, la clase Cestoda abarca los
géneros Diphyllobothrium, Taenia, Echinococcus e Hymenolepis. La clase
Trematoda agrupa parasitos importantes que pertenecen a los
géneros Schistosoma, Fasciola, Fasciolopsis, Clonorchis y Paragonimus(Ken
net J. Ryan, 2021).

Los helmintos parasitos pueden provocar dos tipos de infecciones en el ser humano
segun estos se comporten, ya sea como hospedadores definitivos o como
hospedadores intermedios. En el primer caso la infeccién es producida por las
formas adultas de los helmintos que se localizan en el aparato digestivo. En el
segundo caso, la infestacion se produce por las formas larvarias, que se
caracterizan por la produccion de quistes en diferentes 6rganos y tejidos (Arranz
Solana et al., 2014).
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2.2 Taenia solium

Taenia solium (T. solium), es un helminto parasito de la clase cestoda. En su fase
adulta mide de 2 a 4 m de longitud. Anatbmicamente se divide en tres estructuras
principales: escolex, cuello y estrébilo. El escolex tiene un diametro cercanoa 1 mm.
Ademas, cuenta con cuatro ventosas y un rostelo formado por una doble cadena de
25 a 30 ganchos cada una. El cuello mide de 5 a 10 mm. El estrdbilo es una cadena

larga de numerosos segmentos, llamados proglétidos (Levinson et al., 2020).

Cada proglétido es una unidad reproductiva independiente que contiene 6rganos
femeninos y masculinos. Los proglétidos proximos al cuello son inmaduros, y
conforme se alejan maduran y producen grandes cantidades de huevos en el Utero.
Estos ultimos son fecundados por los espermas provenientes de los testiculos,
produciendo embriones hexacanto (con seis ganchos) (Levinson et al., 2020). Para
convertirse en larvas, los huevos deben ser ingeridos por un hospedador. En la

figura 1 se muestra un imagen de T. solium.

Figura 1. Taenia solium. Escélex y varias proglétides. La flecha larga apunta
a una de las cuatro ventosas del escdlex. La flecha corta sefiala al circulo de
ganchos. Es posible ver proglétides que se extienden desde el escdlex hacia
el lado izquierdo de la imagen (Levinson et al., 2020a).
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Los huevos presentes en alimentos contaminados por personas con teniasis, puede
ser ingeridos accidentalmente y alcanzar el tracto gastrointestinal, donde se liberan
de sus capas gracias a la accion de la bilis y las enzimas pancreaticas,
convirtiéndose asi en larvas diminutas (oncosferas), que penetran la pared intestinal
y entran al torrente sanguineo. Desde alli, son transportadas a los musculos u otros
tejidos del huésped, incluido el cerebro, donde las oncosferas se transforman en
cisticercos y se enquistan. Alli, pueden permanecer como quistes viables durante
afos. El ciclo de vida del parasito se completa cuando los humanos ingieren carne

de cerdo poco cocida que contiene cisticercos viables (Jung-Cook, 2012).

En resumen, T. solium tiene dos tipos de huéspedes: uno definitivo (el ser humano)
y otro intermediario (el cerdo). En el humano causa teniasis si la fase adulta invade
el intestino (después de haber ingerido cisticercos viables) y cisticercosis si la fase
larvaria se encuentra en otros tejidos como musculos y ojos (después de haber
ingerido huevos). Sin embargo, cuando las larvas migran al sistema nervioso

central, se le conoce como neurocisticercosis.

2.3 Neurocisticercosis

La neurocisticercosis (NCC) es la principal infeccion helmintica a nivel del sistema
nervioso central (SNC) en el ser humano. Es causada por la presencia de larvas del
cestodo de T. solium. Esta enfermedad es adquirida por la ingestidon de los huevos
de la Taenia, expulsados de las heces de un portador (Palomares Alonso, 2009;
Steyn et al., 2023).

Una vez en el organismo, la diseminacion de los huevos (oncosferas) se realiza
por via vascular vy, al llegar al cerebro, los parasitos pueden alojarse a nivel
de parénquima, ventriculos, meninges o una combinacion de estos. Los cisticercos
sufren cambios estructurales que incluyen diferentes etapas: la vesicular o quistica,
la coloidal, la granular nodular y la calcificada, ver figura 2, (Palomares Alonso,
2009).
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Figura 2. Diseminacion de cisticercos en el SNC (Palomares Alonso, 2009).
2.3.1 Epidemiologia

La prevalencia de la NCC es dificil de determinar debido a la inespecificidad de sus
manifestaciones clinicas. Sin embargo, puede estimarse a través de los casos que
presentan epilepsia (Fernandez Rodriguez et al., 2017). Se calcula que la epilepsia
afecta aproximadamente a 23.4 millones de personas en todo el mundo, y algunos
estudios indican que la NCC podria ser responsable de hasta el 30% de estos casos
en regiones endémicas. Asi, el numero total estimado de personas con NCC, ya sea
en forma sintomatica o asintomatica, se encuentra entre 2.56 y 8.30 millones (OMS,
2022).

Un estudio reciente estimo la tasa de admision hospitalaria por NCC en cuatro
paises de Latinoamérica: México, Brasil, Ecuador y Colombia. En México, la tasa
mas alta ocurrié en 1996 (7.8%) y la mas baja en 2018 (0.21%), con una tendencia
similar en Brasil y Ecuador. Sin embargo, en Colombia, la tasa podria estar
aumentando, con la mas baja en 2003 (0.49/100,000 habitantes) y la mas alta en
2019 (2.33/100,000 habitantes). A pesar de la disminucién en algunos paises, la
neurocisticercosis persiste y los esfuerzos por su control deben continuar
(Rodriguez-Rivas et al., 2022).
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2.3.2 Manifestaciones clinicas

Dependiendo del numero, tamafio, estadio, localizacidn y respuesta inmunitaria de
cada paciente, la presentacion clinica de la NCC puede variar desde ser

asintomatica hasta la muerte subita (Butala et al., 2021a).

Atendiendo a la localizacion de los cisticercos, existen dos presentaciones clinicas:
la NCC parenquimatosa y la extraparenquimatosa. La primera se manifiesta
principalmente con convulsiones (60-90% de los casos) y también puede incluir
cefaleas y sintomas cognitivos o psiquiatricos. La forma segunda se caracteriza por
hipertension intracraneal (70% de los casos), signos neuroldgicos focales (20%),
como alteraciones motoras, sensoriales o del lenguaje (Hamamoto Filho et al.,
2022).

2.3.3 Diagnostico

Los métodos para el diagnostico de la NCC incluyen examenes clinicos detallados,
pruebas seroldgicas y de neuroimagen. Las pruebas seroldgicas, como el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y el ensayo de
inmunoelectrotransferencia ligado a enzimas (EITB), detectan anticuerpos o
antigenos de T. solium en sangre, orina y liquido cefalorraquideo (Butala et al.,
2021a).

Las técnicas de neuroimagen como la resonancia magnética (MRI) o la tomografia
computarizada (TC), permiten el diagnédstico diferencial definitivo y se consideran
el estandar de oro para evidenciar el numero de quistes, la topografia de las
lesiones, el estadio de evolucion del quiste y la evaluacion del nivel de la reaccion

inflamatoria del huésped (Butala et al., 2021b).

2.3.4 Tratamiento

El manejo terapéutico debe ser individualizado y se basa en uno o mas de estos
tres pilares: tratamiento sintomatico, antiparasitario y/o quirurgico. El tratamiento
sintomatico estd enfocado en el control de las crisis convulsivas, con

antiepilépticos y/o glucocorticoides.
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Dentro de las medidas quirurgicas se encuentran: la extirpacion de quistes gigantes,
la reseccidon de quistes ventriculares y los sistemas de derivacién (Fernandez-
Rodriguez et al., 2017).

El tratamiento farmacoldgico actual comprende el uso de albendazol (ABZ) y
praziquantel (PQZ). La dosis de PZQ mayormente utilizada es de 50 mg/kg/dia en
tres dosis divididas durante un periodo de 2 semanas. En el caso de ABZ, la pauta
posologica actual es de 15 mg/kg/ dia cada 8 h durante un periodo de 8 dias (Butala
et al., 2021a).

A pesar de ser considerados ambos tratamientos eficaces y economicos, presentan
baja absorcion gastrointestinal y un extenso metabolismo, originando una gran

variabilidad en la respuesta terapéutica (Jung-Cook, 2012).

2.4 Oxfendazol (OXZ)

En 1975, Averkin y colaboradores, a través de una serie de experimentos realizados
en los laboratorios de Syntex Research en Palo Alto, California, descubrieron que
los grupos fenilsulfinilos en la posicidn seis del nucleo bencimidazélico aumentaban
significativamente la actividad antihelmintica de estos compuestos, lo que llevé a la

sintesis del oxfendazol (Bolas Fernandez, 1984) .

Diversos estudios han reportado la eficacia del oxfendazol frente diversos parasitos
tales como: Litomosoides sigmodontis, Onchocerca volvulus, Trichuris suis,
Trichuris muris , Haemonchus contortus, Cooperia oncophora, Ostertagia spp
y Trichostrongylus spp (Bach et al., 2021; Chalmers & Chalmers, 1979; Risch et
al., 2022).

Actualmente, el OXF esta aprobado en los EE. UU. como medicamento de venta
libre para la eliminacién y el control de infecciones por parasitos en equinos y
ganado vacuno. Su seguridad y eficacia ha sido probada en ratas, perros, ovejas,

burros, cabras, alpacas, cerdos, caballos y vacas .
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Particularmente el OXF se ha evaluado en la cisticercosis porcina mostrando una
eficacia mayor a comparacién de otros antihelminticos como el albendazol o el
praziquantel (Dixon et al., 2021). También se ha investigado su eficacia en otras
infecciones helminticas, como equinococosis, fasciolasis y tricuriasis (Gonzalez et
al., 2019).

Recientemente, se realizé el primer estudio en seres humanos donde se evaluo la
tolerabilidad y seguridad del OXZ en voluntarios sanos. En cuanto a los datos de
seguridad se encontro que el OXZ era bien tolerado en dosis crecientes sin ningun

evento adverso grave o muerte.

En junio de 2024, comenzé un estudio clinico que tiene como propdsito comprobar,
la eficacia del OXZ contra Trichuris trichiura en pacientes humanos (prueba de
concepto), apoyado por los datos de seguridad que se obtuvieron en la fase | de

investigacion clinica (Bach et al., 2020).

2.4.1 Caracteristicas fisicoquimicas del oxfendazol

El oxfendazol o [5-(fenilsulfinil)-1H-bencimidazol-2-il] éster metilico del acido
carbamico, es un compuesto organico heterociclico de tipo benzimidazol. En la
figura 3 se presenta su estructura quimica. En la tabla 1 se resumen sus

propiedades fisicoquimicas.

ﬁ
S

sgeson

Figura 3. Estructura quimica del Oxfendazol.
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Tabla

1. Propiedades fisicoquimicas del OXZ

Propiedad Valor Fuente
Apariencia fisica Polvo blanco o casi blanco USP 2021
Férmula molecular C15H13N303S
Peso molecular 315.347 mg/mol Experimental
Punto de fusién 253 °C
pka 3.57y 9.26 Chemaxon
Log P 2.62 Chemaxon
Solubilidad en agua 0.387 mg/mL ALOGPS

2.4.1.1 Solubilidad

En un estudio realizado por Sun y colaboradores, en el aio 2022 , se reportaron las
solubilidades de OXZ en polvo y en forma de nanocristales, en agua y en diferentes
disolventes organicos (tabla 2). Se encontré6 que el OXZ es mas soluble en
dimetilsulféxido (DMSO) que en otros disolventes organicos como metanol (MeOH)
o acetonitrilo (ACN). Asimismo, se concluyé que la solubilidad del OXZ puede verse

favorecida en forma de nanocristales.

Tabla 2 Solubilidades experimentales del OXF en diferentes disolventes a: p<0,01 (Sun et al., 2022)

Disolventes Solubilidad (ug/mL X +SD) Incremento
OoXz OXZ nanocristales (nanocristales)
Agua 0.6910.10 76.81+0.532 110

Metanol 336.64+11.48 682.20+89.932 2
Etanol 162.72+0.59 383.08+34.432 2
Acetonitrilo 37.95+£1.59 312.76x70.352 8
Acido acético 10519.19+265.32 56506.92+838.42 5
DMSO 15012.41+41.90 132405.84+13.42 9

Ceballos y colaboradores, en 2012, compararon la solubilidad acuosa de diferentes
bencimidazoles con o sin ciclodextrinas a pH 1.2y 7.4. En la tabla 3 se encuentran
los datos obtenidos. En ella, se puede observar, que el oxfendazol sin ciclodextrinas
a pH 1.2 es mas soluble que el albendazol (ALB), mebendazol (MBZ) y flubendazol.
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Tabla 3. Evaluaciéon de la solubilidad acuosa (ug/mL, n = 6) de diferentes compuestos de
bencimidazol con o sin hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPRCD) (10%) a diferentes pH (1.2 0 7.4)

(Ceballos et al., 2012).

Compucsto pH 1.2 (HCIKCI) pH 7.4 (KH2PO4)
P Con HPRCD Sin HPRCD Con HPRCD Sin HPRCD
Albendazol 921.1+3473 406.1 + 53.4* 406.1 + 53.4* 4.6+1.3"
Sulfoxido de 6637.7 + 1370.2 | 3818.6 +202.1* | 3818.6 + 202.1* 83.6 + 7.6*
albendazol
Mebendazol 436.7 £ 47.4 20.5 + 5.0* 43.0+8.3 4.6+1.3*
Oxfendazol 19025+ 605.8 | 419.7 + 29.2* 348.1 + 46.8 55+1.1%
Flubendazol 2251.7 +551.5 20.6 + 2.8* 163.8 + 119.7 58+7.0"
*P <0,05.
2.41.2 pka

Existen dos valores de pka reportados para el OXF, 3.57 y 9.26. Estos valores fueron
calculados con el software ALOGPS. En la fig.4 se muestra la ionizacion propuesta
de la molécula de OXZ.

@)
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Figura 4. lonizacion propuesta de la molécula oxfendazol
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2413 LogP

El coeficiente de particién octanol-agua es un indicador de la solubilidad en lipidos
que tiene una molécula, y por tanto una medida de su lipdfila. En el caso del OXZ,
se ha reportado un log P experimental igual a 2.03 (Mottier et al., 2003). Dentro del
sistema de clasificacién biofarmacéutica (SCB), un farmaco con un log P mayor a 1

se considera altamente permeable.

2.4.1.4 Clasificacion biofarmacéutica

Al igual que el albendazol y otros compuestos de tipo bencimidazol, el OXZ es un
farmaco de clase Il en el sistema de SCB (An et al., 2019a). Se clasifica asi ya que

es practicamente insoluble en agua (baja solubilidad) y es altamente permeable.

2.4.2 Comparaciéon de las principales propiedades fisicoquimicas del OXZ

con otros bencimidazoles

En la tabla 4 se comparan las propiedades fisicoquimicas del OXZ y otros

compuestos tipo bencimidazol con actividad antihelmintica.

Tabla 4.Propiedades fisicoquimicas del oxfendazol, fenbendazol y albendazol .

Solubilidad en agua Log P experimental
. pka1y pka2
Nombre experimental pg/mL octanol/agua (Drugbank, 2023)
(Sun et al., 2022b) (Mottier et al., 2003) 9 ’
Oxfendazol 4412 2.03 3.57y9.26
Fenbendazol 1.60 3.93 4.06y 9.59
Albendazol 26.58 3.83 280y 10.26 *

*(Jung et al., 1998)

2.5 Farmacodinamia

Al igual que otros benzimidazoles, el OXZ inhibe el ensamblaje de microtubulos al
unirse a la tubulina presente en el tegumento del parasito, lo que resulta en la
interrupcién del citoesqueleto, la migracién de organulos subcelulares y la division
celular. Al igual que el ALB y el MBZ, el OXZ, inhibe la formacion de microtubulos

helminticos, presentando una mayor potencia. (Bach et al., 2021).
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2.6 Farmacocinética

En el aino 2019, An y colaboradores, evaluaron la farmacocinética, tolerabilidad y
seguridad del OXZ en 70 voluntarios sanos, administrando dosis de 0.5 a 60 mg/kg
o placebo durante 14 dias. Tras la administracion oral, el OXZ fue absorbido
rapidamente, alcanzando su concentracion maxima en 2 horas. La concentracion
maxima (Cmax) aumenté de 944 ng/mL con la dosis de 0.5 mg/kg a 6,770 ng/mL
con 60 mg/kg, mostrando una farmacocinética no lineal, ya que el aumento en la
Cmax y el area bajo la curva (AUC 0-~) no fue proporcional al incremento de la

dosis.

También evaluaron dos metabolitos de fase | del OXZ, sulfona de oxfendazol
(OXZSO0) y fenbendazol (FBZ). Se encontré que la Cmax de OXZSO oscila entre el
5.6% y el 7.1% de los valores de Cmax de OXZ. Para FBZ fue incluso menor, con
proporciones <0.4 %. Ademas de los metabolitos de fase |, también se detectaron
en las muestras de orina dos metabolitos de fase Il, glucurénido de oxfendazol y

sulfato de oxfendazol.

Se desconocen las enzimas responsables de metabolizar el OXZ a su sulfona en
mamiferos. No obstante, se sabe que el metabolismo de ABZ a ABZSO en
humanos, se lleva a cabo principalmente por la flavinmonooxigenasa (FMO) y el
citocromo CYP3A4. Es probable que el OXZ se metabolice por las mismas vias.
(Bach et al., 2021).

En el caso del FBZ, en varios modelos animales, se demostré que este puede ser
oxidado por las enzimas hepaticas a oxfendazol y que a su vez el oxfendazol puede

ser reducido de nuevo a fenbendazol (Bogan & Marriner, 1983).

En el estudio en humanos de 2019 se determind que la fraccion media de
oxfendazol libre excretado en la orina fue inferior al 1 % de la dosis. El aclaramiento
renal calculado del oxfendazol fue bajo, con valores que oscilan entre 9.42 y 16.3
mL/h. La semivida de eliminacion de la fase terminal media del oxfendazol varié de

8.5a 10.3 h, en promedio.
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En estudios de farmacocinética preclinica se encontro que el OXZ se elimina
principalmente a través de la excrecion biliar, y la mayoria en forma de amina libre
o de oxfendazol 4'-hidroxilado conjugado con sulfato o glucurénido (Bach et al.,

2021). En la figura 5 se presentan las estructuras del oxfendazol y sus metabolitos.

Bach y colaboradores en el afio 2020, evaluaron la farmacocinética del OXZ con
dosis ascendentes (3, 7.5 y 15 mg/kg) asi como el efecto de los alimentos. Los
resultados mostraron que la dosis de 3 mg/kg junto con una dieta rica en grasas
alcanz6 una Cmax de 4500 ng/mL, mientras que la dosis de 7.5 mg/kg sin alimentos
alcanzo una Cmax de 4780 ng/mL. Sin embargo, ya sea que se administre después
de un ayuno nocturno o después del consumo de una comida rica en grasas, la
Cmax del OXZ es mayor que la del ABZSO o que la del MBZ (tabla 5) .
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Figura 5. Estructuras del oxfendazol y sus metabolitos, asi como las vias de eliminacion propuestas
en humanos. Basado en el esquema de An et al., 2019.”
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Tabla 5. Comparacion de los principales parametros farmacocinéticos del OXZ, ALBSO y MBZ
(Bach et al., 2020)

Oxfendazol Sulféxido de albendazol Mebendazol
Parametro Dieta alta Dieta alta Dieta alta
Ayuno Ayuno Ayuno
en grasas en grasas en grasas
Dosis 3 mg/kg (~200 mg) 400 mg 500 mg
Cmax 3,010 4,500 220 1,310 14.0 56.2
(ng/mL)

Tmax (h) 1.99 8.90 2.25 3.75 1.5 4.0

AUC 31,600 58,900 1,090 5,460 175 456
(ng*h/mL)

2.7 Validacion de métodos bioanaliticos

Un método bioanalitico se define como un conjunto de procedimientos utilizados
para cuantificar la concentracion de analitos en muestras biolégicas, como sangre,
plasma, suero u orina. La validacion de estos métodos es esencial para garantizar
la confiabilidad de los resultados en estudios preclinicos, clinicos vy

biofarmacéuticos, entre ellos, estudios de biodisponibilidad y bioequivalencia.

La guia ICH M10, sobre la validacion de métodos analiticos, es el principal
documento regulatorio a nivel internacional en el ambito bioanalitico . Su propdsito
es proporcionar directrices y recomendaciones para la validacién de ensayos en
fluidos biolégicos. En México, la NOM-177-SSA1-2013 establece los criterios y
requisitos especificos para la validacion de metodologias analiticas en muestras

bioldgicas.

Las normativas incluyen diferentes elementos y parametros necesarios para la
validacién de técnicas cromatograficas con fines bioanaliticos. En la tabla 6, se
presenta una comparacion de los criterios de validacién de las guias mencionadas

anteriormente.
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Tabla 6. Comparacion de los criterios de aceptacion de las guias internacionales de validacion de
metodos bioanaliticos con respecto la normativa mexicana.

Parametro NOM-177-SSA1-2013 ICH M10
La respuesta analitica de las posibles Las interferentes no deben ser mas del
0, A 0,
Selectividad interferencias debe ser < 20% del LIC <5% 20 % del LLOdQﬁ/SnO mlas del 5 /oc?el la
ara el El respuesta de en la muestra de
P : LLOQ.
Los interferentes no deben ser mas del
Especificidad NA 20 % del LLOQ y no mas del 5 % del
IS en la muestra del LLOQ.
Se realiza para nézt?ggssazor espectrometria El arrastre en el blanco después del
Acarreo La respuesta analitica de las posibles estandar de calibracion mas alto no

interferencias debe ser < 20 % del LIC <5 %
para el EI.

debe ser mayor que el 20 % del LLOQ
y del 5 % del IS.

Limite inferior
de
cuantificacion
(LIC)

Debe ser el 5 % de la Cmax.
% CV <20 %
% Desviacion < 20%

LLOQ, es el estandar de calibracion
mas bajo.
% CV £ 20%
% Desviacion < 20 %

Curva de
calibracion

Los datos de concentracion recuperada
deben estar dentro del 15 % de la
concentracion nominal en cada nivel de
concentracion, excepto para el LIC <20%

Cada nivel de concentracion debe
estar dentro del +15 % de la
concentracion nominal, excepto en el
LLOQ, donde debe estar dentro del
+20 %. El %CV de las concentraciones
determinadas en cada nivel no debe
exceder el 15%, excepto en el LLOQ,
donde no debe exceder el 20%.

Precision

%CV del valor promedio de cada nivel de
concentracion debera ser <15 %y para el
LIC <20 %

El %CV de las concentraciones
determinadas en cada nivel no debe
exceder el 15 %, excepto en el LLOQ,
donde no debe exceder el 20 %.

Exactitud

% desviacion <15 %
y para el LIC <20 %

dentro de 15 % de la concentracion
nominal, excepto en el LLOQ, donde
debe estar dentro de +20 %

Estabilidad

La concentracién promedio de cada nivel
debe estar dentro del 15 % de la
concentracion nominal.

Las soluciones seran consideradas estables
si la desviacion de la respuesta analitica
promedio con respecto a la obtenida con
muestras recién preparadas no es mayor que

10 %.

La concentracion media en cada nivel
de control de calidad debe estar dentro
del £15 % de la concentracion
nominal.
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2.8 Métodos analiticos para la cuantificacion de oxfendazol en plasma por
CLAR

Se han desarrollado numerosos métodos de cromatografia liquida de alto
rendimiento (CLAR) para medir las concentraciones de OXZ en muestras
sanguineas de animales. A la fecha solo existe un método reportado para la
cuantificacion en plasma humano empleando la técnica de cromatografia de
liquidos acoplado a masas/masas (CLAR MS/MS) (Bach et al., 2019).

En la tabla 7, se resumen las técnicas por HPLC reportadas para cuantificar OXZ

en plasma o tejidos.
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Tabla 7. Métodos analiticos reportados para la cuantificacion de OXZ o FBZ en muestras de
modelos animales. EFS=Extraccion en fase sélida, ELL= Extraccién liquido-liquido, PP=
precipitacién de proteinas.

Condiciones cromatograficas

Condiciones de extraccion

Referencia
Columna Fase movil Técnica Muestra Recobro
o NH4H2PO40.05
(losifidou & |\ s rosorb RP8 de | M pH 5.0/ ACN/ EFS Musculo de .
Haagsma, >80%
1996) 20 cm MeOH pescado
(55/28/17)
Gradiente de
(Gokbulut et Macherey-Nagel, elucion
al., 2006, | C18, (250x4.6mm, | ACN:CHsCOOH Clor'i%rmo bmfjma :r?o
2007) 4um) 0.5% yp >90%
Gradiente de
Kromasil, C18, elucion
(Morgcr;? 2§t | (250c4.6 mm, 5 ACN: Acetzzitrilo PI?:ZTdaode >70%
pm) CH3COONHg4
0.025 M, pH 6.6
Waters Sunfire KH2P04 0.037
(C%ﬂ)a"’ C18 (150 mm 4.6 | M pH 3.75/ Mot Artemia salina | >93%
mm, 5 mm) ACN (40/60)
(Lakritz etal.,, | C18 (250x4.6 mm, | 04001 M ELL Plasma de
2015) 5 um) pH 2. Metilterbutileter alpacas >70%
60/40
Kromasil, Eka Gradiente de
(Ballent et al,, | Chemicals, Bohus, elucion PPy EFS Plasma de ;
2018) Sweden, ACN: bovino
5 um, 4.6 x 250 CH3COONHg4
mm 0.025 M, pH 6.6
(Ozdemir Gradiente de
Kutahva et al Ecilpse XDB-C18 elucion Plasma de
y " | (4.6x250 mm,5 | A: CHsCOONH4 PPy ELL . .
2023; Sun et oveja >89%
al., 2022b) um) 0.02 M
N B: ACN
(A2"O%tf)"" Thermo Selentiic® | KizPos 0.025 Fenbendazol
yp M pH 3.20/ | PP con MeOH en plasma >99%
column (5 pym, 250
MeOH (40/60) humano
x 4.60 mm)
(Ozdemir Inertsil ODS-3, ACN/
Cc18 CH3COOH ELL Plasma de o
Kutahya et al. . ; . >90%
2023) ’ (250% 4.6 mm, 5 0.5% Metilterbutileter | ovejas y cabras
um (45:55)
CLAR/MS/MS
(Bachetal, | noromensx H20-ACN PP Plasma do 712-
2019) ( 1%0 x92 i (50:50, v/v) Acetonitrilo sanos 98.5%
pm)
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La neurocisticercosis continua siendo un problema severo de salud publica en los
paises en desarrollo, especialmente latinoamericanos. A la fecha existen 2
farmacos para su tratamiento, el ABZ y el PZQ. Ambos presentan una gran
variabilidad en sus respuestas terapéuticas. Esto se debe en gran medida, a la baja

solubilidad del ABZ y al extenso metabolismo de primer paso que sufre el PZQ.

El oxfendazol surge como un agente prometedor en este contexto. Estudios
preclinicos realizados en modelos porcinos han demostrado que el OXZ tiene una
actividad significativa contra las formas tisulares de Taenia solium (cisticercosis).
Asimismo, el primer estudio en voluntarios sanos reporté que el OXZ, tuvo una

concentracion plasmatica superior en comparacion con ABZ y MBZ.

Debido a las propiedades antiparasitarias del oxfendazol, resulta fundamental
realizar estudios de farmacocinética y de monitoreo terapéutico en pacientes que
permitan comprender la disposicion de este farmaco en el organismo. Para ello, es
necesario contar con un método analitico confiable que permita la cuantificacion

precisa y exacta del oxfendazol en matrices bioldgicas.

4 HIPOTESIS

Si el método analitico para cuantificar OXZ en plasma humano cumple con los
criterios de desempenio, selectividad, linealidad, precision y exactitud, sera confiable

y se podra utilizar en futuros estudios de farmacocinética.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Desarrollar un método analitico para cuantificar oxfendazol en plasma humano

utilizando cromatografia de liquidos de alta resolucion.
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5.2 Objetivos particulares

1.

Seleccionar las condiciones cromatograficas: fase mévil y velocidad de flujo
que permitan obtener un tiempo de corrida adecuado y una buena resolucion
entre el OXZ y los componentes del plasma humano.

Evaluar diferentes moléculas con propiedades fisicoquimicas similares al
OXZ para determinar la mas adecuada para su uso como estandar interno
en la cuantificacion de OXZ.

Establecer las condiciones de extraccion que permitan obtener el mayor
recobro de OXZ del plasma humano.

Validar el método analitico utilizando los lineamientos que marca la norma
oficial mexicana: NOM-177-SSA1-2013.

6 METODOLOGIA

6.1

6.1.1

Materiales, reactivos y equipos

Sustancias de referencia

Oxfendazol, estandar de referencia. Pureza 98.5%, Supelco Merck.

Fenbendazol, estandar de referencia. Pureza 98.6%, Supelco Merck.

Reactivos

Agua grado HPLC

Metanol grado HPLC, J.T. Baker®
Acetonitrilo HPLC, J.T. Baker®

Acetato de sodio trihidratado, J.T. Baker®
Acido acético glacial,J.T. Baker®
Dimetilsulfoxido, J.T. Baker®

Acetato de etilo,J.T. Baker®

Eter etilico, J.T. Baker®

Hidréxido de sodio, Macron fine chemicals
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6.1.3 Consumibles cromatograficos

¢ Membranas de filtracion: Millipore nylon 0.45 um.
o Sistema de filtracién para disolventes HPLC.

e Columna cromatografica: Phenomenex Gemini C18 150 x 4.6 mm, 5 pym.

6.1.4 Equipos e instrumentos

e Balanza analitica Sartorius, modelo: ENTRI62241-15

e Parilla de calentamiento y agitacion Thomas Scientific

e Potenciometro, HANNA Instruments, HI2211

e Bano sonicador, Fisher Scientific FS160

e Vortex, Science MED MX-S

e Centrifuga, Hettich Universal 32 R

e Evaporador con corriente de nitrégeno y bafio maria

e Cromatografo de liquidos Shimadzu LC 10A, detector SPD-10A UV/vis
e Refrigerador, Nieto REB-450

6.2 Preparacion de soluciones

6.2.1 Preparacion de soluciones reactivo

Soluciéon amortiguadora de acetato de sodio 0.025 M pH 5.0. Para 500 mL de
la solucién, se pesd 1.0 g de acetato de sodio trihidratado y se disolvié con agua.
Antes de llegar al aforo, se midi6 el pH inicial y se ajustd con acido acético 0.01 M,

hasta un pH de 5.0. Se completé el aforo con agua y se agité manualmente.

Acido acético 0.01 M. Se tomaron 0.6 mL del &cido acético glacial y se diluyeron
con agua en un matraz aforado de 10 mL. De esta solucién se tomaron 0.1 mL y se

colocaron en un matraz aforado de 10 mL.

Hidréxido de sodio 0.1 N. Se pesaron 0.1 g de hidroxido de sodio y se disolvieron

con agua en un matraz aforado de 25 mL.
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Fase movil. Para 500 mL de fase mévil, se midieron con probeta 210 mL de acetato
de sodio trihidratado 0.025 M pH 5.0, 210 mL de acetonitrilo y 80 mL de metanol
grado HPLC. La mezcla se agité vigorosamente y se sonico por 30 min antes de

conectar al sistema cromatografico.

6.2.2 Preparacién de soluciones estandar

Solucion stock de OXZ 1000 pg/mL. Se pesaron 10 mg de OXZ, se transfirieron
cuidadosamente a un matraz volumétrico de 10 mL. Se disolvieron con 0.5 mL de

DMSO. La solucién se soénico por 5 min. Se aforé con metanol.

Solucion estandar de OXZ 300 pg/mL. Se tomaron 6 mL de la solucion stock de

OXZ y afor6 a 20 mL con fase movil.

Solucion stock de CBZ 500 pg/mL. Se pesaron 10 mg del estandar, se transfirieron
cuidadosamente a un matraz volumétrico de 20 mL. Se disolvieron con 1 mL de

metanol. La solucion se sonico por 5 min y se aforé con metanol.

Solucién estandar interno de carbamazepina CBZ 13 pg/mL. De la solucién
stock de CBZ 500 pug/mL se tomaron 1.3 mL y se colocaron en un matraz de 50

mL, posteriormente se aforé con fase movil.

Solucién de adecuabillidad del sistema OXZ 12 yg/mL y CBZ 13 pg/mL. Se
tomaron 0.4 mL de la solucion estandar de OXZ 300 ug/mL y se colocaron en un
matraz volumétrico de 10 mL . En el mismo matraz se colocaron 0.26 mL de la

solucién estandar de CBZ 500 ug/mL.
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6.2.3 Curva de calibracion en solucion

El rango de la curva en solucién se establecio de 3 a 48 ug/mL. En la tabla 8, se

muestran los volumenes empleados para preparar la curva de calibracion en

solucion.
Tabla 8. Curva de calibracion en solucion
Solucion
Solucion estandar Alicuota (mL) Volumen final (mL) Concentracion
(Mg/mL)
0.1 10 3
0.2 10 6
0.4 10 12
OXZ 300 pug/mL 0.8 10 24
1.0 10 30
1.2 10 36
1.6 10 48

6.2.4 Soluciones de trabajo

A partir de la solucién estandar de OXZ 300 ug/mL, se prepararon las soluciones de

trabajo como se muestra en la tabla 9.

Tabla 9. Preparacién de soluciones de trabajo de OXZ en solucién

Solucién
Solucién estandar Alicuota (mL) | Volumen final (mL) Concentracion final
(ng/mL)
0.2 10 6
0.4 10 12
0.8 10 24
OXZ 300 pg/mL 1.6 10 48
2.0 10 60
24 10 72
3.2 10 96

6.3 Curva de calibracién de OXZ en plasma

De las soluciones de trabajo, se prepararon los puntos de la curva de calibracién en
plasma como se muestra en la tabla 10. El aforo a 1 mL se realizé con plasma

humano previamente centrifugado.
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Tabla 10 . Preparacién de curva de calibracién en plasma

Solucién Plasma
Concentracion Alicuota (mL) Volumen plasma | Volumen final | Concentracion
(ng/mL) (mL) (mL) (ng/mL)
6 0.05 0.95 1 0.3
12 0.05 0.95 1 0.6
24 0.05 0.95 1 1.2
48 0.05 0.95 1 24
60 0.05 0.95 1 3.0
72 0.05 0.95 1 3.6
96 0.05 0.95 1 4.8

6.4 Muestras control

De acuerdo con la NOM-177-SSA1-2013, para validar y monitorear el desempefio

de un método analitico, se deben preparar las siguientes muestras control (MC):

muestra control baja (MCB) correspondiente hasta 3 veces el limite inferior de

cuantificacion (LIC), muestra control media (MCM), que debera encontrarse entre

la MCB y la muestra control alta (MCA).

Esta ultima, debera tener una concentracion entre el 75-85% de la concentracion

del limite superior de cuantificacién. Asi, las MC seleccionadas para el presente
trabajo fueron: LIC 0.3 ug/mL, MCB 0.9 pg/mL, MCM 1.8 ug/mL y MCA 3.9 ug/mL.

En la tabla 11, se describe la preparacion de estas

Tabla 11. Preparacion de muestras control

Solucion Plasma
Concentracion | Alicuota Volumen Volumen Concentracion | Muestra
(ng/mL) (mL) plasma (mL) final (mL) (ng/mL) control
6 0.05 0.95 1 0.3 LIC
18 0.05 0.95 1 0.9 MCB
36 0.05 0.95 1 1.8 MCM
78 0.05 0.95 1 3.9 MCA
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6.5 Desarrollo del método analitico

6.5.1 Deteccion de longitud de maxima absorcion

Como primer paso del desarrollo, se establecio la longitud de maxima absorcion del
OXZ. Para ello se preparé una solucion de OXZ 10 pg/mL en fase movil CHs3COONa
0.025 M pH 5.0/ ACN/ MeOH (42:42:16). La soluciéon se sometid a un barrido

espectrofotométrico de 200 a 400 nm.
6.5.2 Seleccion de la fase moévil y la columna cromatografica

Con el fin de encontrar las condiciones cromatograficas que permitieran obtener la
separacion del oxfendazol de los componentes del plasma humano, se evaluaron

las siguientes fases moviles:

e KH2P040.025 M pH 3.20/ MeOH (40/60)

e NH4H2P0O40.05 M pH 5.0/ ACN/ MeOH (55/28/17)
e HsP040.01 M pH 4.0/ACN 60/40

e KH2P04 0.037 M pH 3.75/ ACN (40/60)

Las columnas seleccionadas fueron:

e Ultisil XB-C18, 4.6%x250mm 5um
e Agilent Zorbax 300SB0-C8, 250 x 4.6 mm, 5 ym

e Phenomenex Gemini C18, 150 x 4.6 mm, 5 um

6.5.2 Seleccion del estandar interno (El)

En el presente proyecto se evaluaron tres candidatos como posibles estandares

internos: carbamazepina, albendazol y mebendazol.

Para el estandar de MBZ, se pesaron 15 mg del estandar, se disolvieron con un 1
mL de acido férmico y se aforé con metanol a 100 mL. De esta solucion se tomaron
1.2 mL y se aforé con fase movil a 10 mL para tener una concentracion final de 18
pg/mL.
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Para el estandar de ABZ, se pesaron 10 mg del estandar y se disolvieron con 2.5
mL de DMSO, se sonicé por 10 min y se aforé a un volumen de 100 mL con metanol.
Luego se tomd 1.0 mL y se aford a 10 mL con fase mavil. La concentracion final fue
de 10 pg/mL.

Por ultimo, para el estandar de CBZ, se pesaron 10 mg del estandary se disolvieron
con 1.0 mL de metanol. Se sonicd por 5 minutos. Se aforé un volumen de 20 mL
con metanol. Luego se tomdé 1.3 mL y se afor6 a 50 mL con fase movil. La

concentracion final fue de 13 pg/mL.

6.6 Seleccion del método de extraccion

Una de las técnicas mas utiles para separar los analitos de interés de matrices
bioldgicas, es la extraccidon liquido-liquido (ELL). Es un procedimiento sencillo,
rapido, de bajo costo, y con una buena tasa de rendimiento.

6.6.1 Condiciones de extraccién

En la tabla 12 se muestran las variables evaluadas, que fueron el disolvente de

extraccion y el volumen del disolvente para la extraccion.

Tabla 12. Condiciones evaluadas para la extraccion del OXZ del plasma

Condicion Variable a evaluar
Disolvente Acetato de etilo Metilterbutileter
Volumel?’de 3 mL 5 mL
extraccion

6.6.2 Seleccion del disolvente de extraccion

Se probaron dos disolventes de extraccidon, acetato de etilo y metilterbutileter. Se

eligié aquel disolvente que permitiera obtener recobros superiores al 70%.
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6.6.3 Procedimiento de extraccion

El procedimiento de extraccion consistio en tomar 1 mL de plasma enriquecido con
las diferentes concentraciones de analito, agitar en vortex 30 s para homogeneizar
la muestra de plasma, anadir 100 uL del estandar interno seleccionado y agitar por
30 s, anadir 200 uL de hidréxido de sodio 0.1 N y agitar por 30 s, afiadir 5 mL del
disolvente de extraccidn seleccionado y agitar por 1 min, centrifugar a 4000 rpm por
10 min, separar la fase organica con pipeta Pasteur, evaporar la fase organica en
bafio de agua a 40°C bajo corriente de nitrégeno, y reconstituir con fase mévil para

su inyeccion al cromatografo.

6.6.4 Seleccion del volumen de extraccion

Se probaron dos volumenes de extraccion diferentes, 3 y 5 mL. Para ello se prepard
una curva de calibracion en solucién y dos curvas de calibracién en plasma una con
cada uno de los volumenes de extraccion y se calculo el porcentaje de extraccion.
Se eligié aquel volumen que permitiera un mayor recobro con un menor coeficiente

de variacion.

6.7 Validacion del método

La Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013, establece que los métodos
analiticos en fluidos bioldgicos deben cumplir con parametros como, selectividad,
limite inferior de cuantificacion, curva de calibracion (linealidad), precision como
repetibilidad y reproducibilidad, exactitud y estabilidad de la muestra. La

metodologia fue la siguiente:

6.7.1 Selectividad.

Se evalué la capacidad del método para identificar y cuantificar el analito de interés
en presencia de otros compuestos de la muestra. Para ello, se analizaron de forma
individual, seis muestras de plasma blanco provenientes de seis voluntarios sanos,
una muestra de plasma proveniente de la mezcla de las muestras individuales (pool)
y cinco muestras de plasma humano adicionado con farmacos de uso concomitante:

dexametasona, metilprednisolona, paracetamol, ketorolaco y tramadol.
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Criterio de aceptacion: La respuesta analitica de las interferencias préximas al
tiempo de retencién debe ser menor al 20% para el LIC del analito y del 5% para el
El

6.7.2 Curva de calibracién

El disefio de la curva de calibracion se realizé en funcién de las concentraciones
esperadas de OXZ en plasma humano. Dado que el Cmax reportado de OXZ a una
dosis de 3 mg/kg es de 3 = 1.3 ug/mL, el rango propuesto para la curva de
calibracion fue de 0.3 a 4.8 ug/mL, con 7 puntos de concentracion: 0.3, 0.6, 1.2, 2.4,
3.0,3.6y4.8 ug/mL.

Posteriormente, se prepararon y analizaron tres curvas de calibracion en plasma.
Cada curva incluyé una muestra blanco y una muestra 0 (muestra blanco con
adicién del El). Se construy6 un diagrama de dispersion de los datos y se seleccion6
el mejor modelo matematico que relacionara las variables razdn de areas (OXZ/EI)
y concentracion de OXZ. A partir de este, se calcul6 la pendiente(m), la ordenada al

origen (b) y los coeficientes de correlacion y determinacion (r, r?).

Criterio de aceptacion: los datos de concentracion recuperada de la curva de
calibracion deben estar dentro del 15% de la concentracion nominal en cada nivel
de concentracion, excepto para el limite inferior de cuantificacion, ya que puede ser
menor o igual que el 20%. Al menos el 75% de las concentraciones de la curva de

calibracion con un minimo de 6 puntos deben cumplir con este criterio.

6.7.3 Limite inferior de cuantificacion

El LIC se defini6 como la minima concentracion cuantificable con precisiéon y
exactitud. Para validar el LIC, se prepararon y analizaron por quintuplicado muestras
de plasma 0.3 pg/mL. Se calcul6é la concentracion recuperada interpolando las
respuestas de cada muestra en una curva de calibracion preparada el mismo dia y
se determiné el CV%.

Criterio de aceptacion: el CV% debe ser <20 %
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6.7.4 Precision

Para evaluar la repetibilidad, en un mismo dia, se analizaron 5 réplicas del LIC,
MCB, MCM y MCA. Se calculé la concentracion recuperada interpolando las
respuesta de cada muestra en una curva de calibracion preparada el mismo dia y
se determino el CV%.

Criterio de aceptacion: El CV% del valor promedio no debe ser mayor que el 15 %,
excepto para el limite inferior de cuantificacion, el cual debe ser menor o igual que
20 %.

Para evaluar la reproducibilidad, se analizaron por quintuplicado las muestras LIC,
MCB, MCM y MCA , en tres dias diferentes y en tres corridas analiticas diferentes.
Criterio de aceptaciéon: el CV% del valor promedio no debe ser mayor que
el 15 %, excepto para el limite inferior de cuantificacion, el cual debe ser

menor o igual que el 20 %.

6.7.5 Exactitud

De los datos de repetibilidad se calcul6 la desviacion de la concentracidn obtenida

respecto al valor nominal (% de desviacién) mediante la expresion:

L concentracién nominal — concentracién obtenida
% desviacion = — - x 100
concentracion nominal

Criterio de aceptacion: el valor promedio del porcentaje de desviacion no debe ser
mayor que el 15 %, excepto para el limite inferior de cuantificacion, el cual debe ser

menor o igual que 20 %.

6.7.6 Estabilidad en plasma

Se determinaron las condiciones de temperatura y tiempo en las que el OXZ
permanece estable en plasma. Para ello, se prepararon por triplicado las muestras

MCB (0.9 ug/mL), MCA (3.9 ug/mL) y se realizaron las siguientes pruebas:
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6.7.6.1 Estabilidad a corto plazo

Se prepararon por triplicado dos series de muestras control alto y bajo. Una de las
series se mantuvo en la mesa de trabajo durante 5 horas. La otra serie se sometid
a condiciones de refrigeracion (2 a 8°C) por 24 horas. Después de cumplir el tiempo
de prueba, las muestras fueron procesadas y analizadas junto con una curva de

calibracion recién preparada.

6.7.6.2 Estabilidad de Ila muestra procesada y estabilidad en el

automuestrador

Se prepararon y procesaron por triplicado dos series de muestras control alto y bajo.
Una de las series se mantuvo en el automuestrador por 24 horas (estabilidad en el
automuestrador). La otra serie se almacend en refrigeracion (2 a 8°C) por 24 horas.
Posteriormente las muestras se analizaron junto con una curva de calibracion recién

preparada.

6.7.6.3 Estabilidad a largo plazo y ciclos congelacion — descongelacion

Se prepararon dos series de tres muestras control MCA y MCB cada una y se
almacenaron en congelacién (-20°C) por tres meses. Transcurrido el tiempo de
almacenamiento, la primer serie fue descongelada y analizada junto con una curva
de calibracion preparada el mismo dia del analisis. Ese mismo dia, la segunda serie
fue descongelada a temperatura ambiente (1 ciclo). Inmediatamente después fue
congelada a -20°C y descongelada nuevamente (2 ciclo). Después del tercer ciclo,

las muestras fueron procesadas y analizadas.

Criterio de aceptacion. La concentracion promedio de cada nivel debe estar dentro

del 15% de la concentracion nominal

6.7.7 Estabilidad en solucion

Se evalud la estabilidad de las soluciones de trabajo OXZ y CBZ. Para ello, se
preparé una solucion de OXZ 48 ug/mL como se describe en la tabla 1. De esta
solucion, se preparo por triplicado una dilucion 1 a 10 con fase movil. Las diluciones

fueron almacenadas en refrigeracion a un temperatura de 2 a 8°C.
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Para el estandar de carbamazepina, se preparoé por triplicado una solucién de CBZ
13 pg/mL, siguiendo el procedimiento descrito en la seccion preparacién de
soluciones (Solucién estandar interno carbamazepina CBZ 13 pg/mL). Las

soluciones se almacenaron en refrigeracion a un temperatura de 2 a 8°C.

La respuesta analitica de las soluciones se determind espectrofotométricamente

hasta por 30 dias.

Criterio de aceptacion: las soluciones seran consideradas estables si la desviacion
de la respuesta analitica promedio con respecto a la obtenida con muestras recién

preparadas no es mayor que 10%.

7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Determinacion de la longitud de maxima absorciéon

En la figura 6, se muestra el espectro de absorcion de una solucion de oxfendazol
10 pg/mL disuelto en fase movil. Se observa que la longitud de onda de maxima de

absorcion fue 296 nm.

Figura 6 Espectro de absorcion del OXZ
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7.2 Seleccion de la fase movil

En el desarrollo del método analitico para cuantificar oxfendazol, se contemplé que
el tiempo retenciéon de OXZ y FBZ fuera corto, y que el perfil de los picos fuera

simétrico.

Considerando que el FBZ puede eluir en la misma corrida, fue necesario determinar
que no hubiera interferencia en la cuantificacién de OXZ. Asimismo, se considero
importante garantizar que el tiempo de corrida fuera el adecuado, para evitar que el

FBZ se quedara retenido en la columna.

En las figuras 7 a 14, se presentan los cromatogramas obtenidos al utilizar distintas

fases moviles y columnas.

Al emplear la fase mévil KH2P04 0.025 M pH 3.20/MeOH (40/60) en una columna
Ultisil XB-C18 (4.6x250mm, 5um) y flujo de 1.2 mL/min, los tiempos de retencion
obtenidos fueron 8.1 min para OXZ y 37 min para FBZ (ver figuras 7 y 8). Por el

tiempo de retencion prolongado para el FBZ, el método no fue eficiente.
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Figura 7.Cromatograma del estandar de OXZ en KH>POy
0.025M pH 3.20/MeOH (40/60) y columna Ultisil XB-C18
(4.6x250mm, 5um).
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Figura 8. Cromatograma del estandar de FBZ en KH2PO,
0.025M pH 3.20 /MeOH (40/60) y columna Ultisil XB-C18
(4.6x250mm, 5um).

Posteriormente se probd la fase movil NH4H2PO4 0.05M pH 5.0/ACN/MeOH
(55/28/17), flujo 0.6 mL/min y una columna Ultisil XB-C18 (4.6x250mm, 5um). Con
estas condiciones se obtuvieron tiempos de retencion muy prolongados y se
observaron picos anchos (figura 9). Se realiz6 una prueba mas empleando una
columna Agilent Zorbax 300SB-C8 (250 x 4.6 mm, 5 um), a un flujo de 0.6 mL/min.
Se obtuvieron mejores tiempos de retencién (OXZ=6.2min y FBZ=16.9 min). Sin

embargo, se observaron picos fronteados (figura 10).
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Figura 9. Cromatograma de los estandares OXZ+FBZ en
NH4H2PO4 0.05M pH 5.0/ACN/MeOH (55/28/17), y columna
Ultisil XB-C18 (4.6x250mm, 5um).
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Figura 10.Cromatograma de los estandares OXZ+FBZ en
NH4H-PO40.05 M pH 5.0/ACN/MeOH (55/28/17), Agilent Zorbax
300SB-C8 (250 x 4.6 mm, 5 um).
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La figura 11 muestra el cromatograma obtenido al utilizar la FM HzPO40.01 M pH
4.0/ACN (60/40), flujo 1.0 mL/min y una columna Ultisil XB-C18 (4.6x250mm, 5um).
Se puede observar una sefal distorsionada en el tiempo de retencién cercano a
2.6 min, correspondiente al area de OXZ. Para el FBZ, se obtuvo un pico bien

definido y simétrico en un tiempo de retencién de 5.5 min.
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Figura 11. OXZ+FBZ en FM H3PO4 0.01 M pH 4.0/ACN 60/40 y
columna Ultisil XB-C18 (4.6x250mm, 5um).

En la figura 12 se presenta el cromatograma obtenido al emplear la fase movil
KH2P04 0.037M pH 3.75/ACN, 40/60, flujo 0.9 mL/min y una columna Gemini C18
(150x4.6mm,5 ym). Se obtuvieron tiempos de retencion muy cortos, para el OXZ
1.79 min y FBZ 3.3 min En la sefial correspondiente al OXZ se observa un doble

pico, mientras que para el FBZ el pico es simétrico y afilado.
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Figura 12. OXZ+FBZ en FM KH>PO4 0.037 M pH 3.75/ACN,
40/60, en una columna Gemini C18 (150x4.6mm,5 um).

El doble pico o en forma de M del cromatograma anterior (figura 12), podria
deberse a que pH de la fase movil (4.0) era cercano al pKa del analito (3.57).De
acuerdo con la ecuacion de Henderson-Hasselbalch, la proporcion ionizada y no
ionizada seria semejante. Cuando hay concentraciones significativas tanto de
formas ionizadas como neutras de un analito, la forma ionizada tendra menos
interaccion hidrofébica mientras que la neutra tendra mas interaccion hidrofdbica, lo
cual da lugar a picos asimétricos (Phenomenex SCIENCE UNFILTERED, 2020).

Finalmente, se opté por modificar la fase movil que presentd los tiempos de
retencion mas cortos con la columna que permitié la corrida analitica mas rapida.
Asi se cambié la proporcion de FM NH4H2PO4 0.05 M pH 5.0/ ACN/ MeOH de
55/28/17 a 50/30/10 y se probd en una columna C18 de 15 cm. Se obtuvo un mejor
perfil cromatografico (figura 13). Posteriormente, se cambio el fosfato de amonio por

acetato de sodio.

Se cambid la solucion de fosfatos a acetatos, en base a la capacidad amortiguadora
de una solucion tampon es mas efectiva cuando se utiliza en un rango cercano a su

pka, tipicamente a £1 unidad de pH.

La proporcion final utilizada fue CH3COONa 0.025 M pH 5.0/ACN/MeOH 42/42/16.
Con estas condiciones se obtuvieron tiempos de retencién mas cortos, asi como
perfiles simétricos para ambos analitos (figura 14), por lo cual fue la fase movil

seleccionada para el estudio.
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Figura 13. OXZ+FBZ en FM NH,H>PO, 0.05 M pH 5.0/ ACN/
MeOH 50/30/10, columna Gemini C18 (150x4.6mm,5 um).
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Figura 14. Cromatograma OXZ (6 ug/mL) + FBZ (10 ug/mL) en
condiciones finales de fase movil CH3;COONa/ACN/MeOH
42/42/16, columna Gemini C18 (150x4.6mm,5 um).
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El pH de la solucion buffer y la composicién organica de la fase mévil son
parametros clave que influyen en la selectividad cromatografica. La selectividad
cromatografica (a), es una medida de la retencién diferencial de dos analitos (Ahuja

& Dong, 2005).

EIACN y el MeOH pueden tener efectos diferentes sobre la selectividad. EI metanol,
al ser un disolvente mas polar, puede ofrecer una mejor separacion de algunos
compuestos polares. EI ACN, que es menos polar que el MeOH, podria modificar la
selectividad, favoreciendo la elucion de los analitos no polares (“The Role of
Methanol and Acetonitrile as Organic in Reversed-Phase Chromatography,” 2019).

Por otra parte, cuando se mezcla ACN y MeOH con agua en la misma proporcion,
la solucion con acetonitrilo tiene mayor fuerza de elucion, lo que resulta en tiempos

de retencion mas cortos en cromatografia de fase inversa (Shimadzu, 2024).
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Esto se debe a que el ACN es menos polar que el agua, lo que reduce la polaridad
general de la fase movil. A medida que la proporcion de ACN aumenta, la fuerza de
elucion para los compuestos no polares también aumenta, permitiendo que estos
se eluyan mas rapidamente. Por ello, se eligié una fase movil con mayor proporcion

de acetonitrilo para reducir los tiempos de retencion.

7.3 Seleccion del estandar interno

En la figura 15, se muestra un cromatograma de los estandares de OXZ, MBZ, ABZ
y FBZ. En la figura 16 se muestra un cromatograma de los estandares de OXZ y

CBZ en una muestra plasmatica.
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Figura 15. Cromatograma con posibles estandares internos en fase
movil CHsCOONa 0.025 M pH 5.0/ACN/MeOH 42/42/16 y columna
Phenomenex Gemini C18, 150 x 4.6 mm, 5 um.
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Figura 16 Muestra plasmatica de oxfendazol (1.2 ug/mL) ' y
carbamazepina (13 ug/mL ) en CH3COONa 0.025 M pH 5.0/ACN/MeOH
42/42/16 en columna Phenomenex Gemini C18, 150 x 4.6 mm, 5 um.
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Para la seleccion de estandar interno se consideraron las siguientes caracteristicas:
el porcentaje de recobro, la simetria de pico y un tiempo de retencidon cercano al
del OXZ. Ademas, debe poder agregarse en una concentracion que produzca una
respuesta, en area y/o en altura semejante al del compuesto principal (Shantappa
Birajdar & Birajdar, 2020). De los 3 candidatos probados, la CBZ mostr6 tener un

tiempo de retencion mas cercano al OXZ y un recobro uniforme.
7.4 Condiciones de extraccion

7.4.1 Seleccion del disolvente de extraccion

En la tabla 13, se muestra que después de la alcalizacion de la muestra, el mejor
disolvente de extraccién para el OXZ fue el acetato de etilo, con el cual, el
porcentaje de recobro fue mayor al 85%, mientras que con metilterbutieter se obtuvo

un recobro menor al 50%.

Tabla 13. Recobro de OXZ diferentes solvente de extraccion.

Solvente % Recobro %CV
. 90.31
Acetato de etilo (5 mL) 83.05 5.9
. . 49.41
Metilterbutieter (5 mL) 23.44 9.1

7.4.2 Seleccion del volumen de extraccion

En la tabla 14, se muestran los recobros obtenidos al realizar la extraccion
empleando 3 0 5 mL de acetato de etilo. Se encontré que al utilizar un volumen de

5 mL el recobro fue constante en el rango de concentracién de OXZ seleccionado.
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Tabla 14. Recobro de OXZ con acetato de etilo en diferentes volumenes.

Concentracion Recobro

(ng/mL) 5mL 3mL
0.3 92.81 84.50

0.6 88.35 61.22

1.2 93.56 96.68

24 99.09 75.92

3.6 102.35 75.21

4.8 88.60 77.65

CV% 6.0 14.9

7.4.3 Procedimiento de extraccion

El procedimiento final de extraccion se muestra en la figura 17. Las condiciones

cromatograficas finales se describen en la tabla 15.

1000 yL plasma*. ——>

sol. El (13 pg/mL).

Agregar 100 pL

Agitar 30 s en 5

vortex.

Agregar 5 mL de

- Afiadir 200 pL acetato de etilo y

Moo por 305 > agitar aalta
en vortex velocidad en vortex
' por 1 min.

_ |

v

| Centrifugar a 4000 |
rpm por 10 mina ——>
4°C.

Figura 17 . Procedimiento de analisis de OXZ en plasma humano. *Muestra sin procesar. **Muestra procesada.

Remover la fase
organica y secar
bajo corriente de
nitrégeno a 40°C.

o>
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sistema cromatografico. **




Tabla 15.

Condiciones cromatogréficas finales.

Parametro Condicion
Cromatografo Shimadzu LC 10 A
Detector SPD-10A UV/vis
Columna Gemini C18 (4.6 X 150 mm, 5 pm)

Temperatura de la columna Ambiente
Fase movil CH3COONa 0.025 M pH 5.0/ACN/MeOH (42/42/16)
Flujo 0.6 mL/min
Volumen de inyeccion 30 uL
Temperatura del automuestrador Ambiente

7.5 Validacion del método analitico

Los parametros utilizados para validar el método en plasma fueron: selectividad,
limite inferior de cuantificacion, curva de calibracion (linealidad), precision como

repetibilidad y reproducibilidad, exactitud, estabilidad de la muestra y de la solucion.

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos.

7.5.1 Selectividad

Para la selectividad, se evaluaron las respuestas cercanas al OXZ y CBZ. En la

figura 18, se muestra un cromatograma de la muestra blanco y en la figura 19 se

encuentra un cromatograma de una muestra enriquecida con OXZ y CBZ.

Se encontré que las respuestas-cercanas fueron inferiores al 20% de area del pico

de OXZ y menores al 5% para el El. Por lo tanto, el método es selectivo.

Max intensity : 18,985

25

50 7% 100 125 15

Figura 18. Cromatograma de la muestra blanco.
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Figura 19. Cromatograma de una muestra tipica. Oxfendazol (1.2
ug/mL) y Carbamazepina (13 ug/mL ).

Asimismo, dentro de las pruebas de selectividad se consideraron posibles
interferencias de farmacos de uso comun para los pacientes con neurocisticercosis.
En la figura 20, se muestra un cromatograma de una muestra blanco de plasma
humano adicionado con dexametasona y en la figura 21 con metilprednisolona.
Como se observa, no existe interferencia de estos dos analitos con las senales de

interés.

mal Wax Intensity : 21,605

0.0 25 50 7E 10.0 125 12.0

Figura 20. Muestra blanco afiadida con Dexametasona.

mél Max Intensity : 22 011

0.0 25 50 7 10.0 125 1810

Figura 21. Muestra enriquecida con Metilprednisolona.
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Ademas, se probaron farmacos analgésicos como paracetamol, ketorolaco y
tramadol. En la figura 22 se presenta un cromatograma de una muestra de plasma
enriquecida con paracetamol y oxfendazol. Se encontré que el paracetamol tiene
una sefal en un tiempo de retencién de 3.2 min, por lo que no interfiere con el pico
de OXZ. Por otra parte, no se encontraron senales, provenientes de los farmacos

ketorolaco o tramadol (figura 23).
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Figura 22.Muestra plasmatica adicionada con Paracetamol (PAR) y Oxfendazol (OXZ).
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Figura 23. Muestra plasmatica afiadida con Tramadol y ketorolaco.

7.5.2 Curva de calibracion.

En la figura 24, se muestra un ejemplo de una curva de calibracion en plasma
obtenida con el método desarrollado (curva 1). El rango de la curva fue 0.3 a 4.8
pg/mL. El modelo que se ajusté mejor a los datos fue el lineal con un coeficiente de
correlacion mayor a 0.99.
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En la tabla 16 se muestran los datos relacionados con el modelo estadistico,
pendientes e intercepto de las 3 curvas evaluadas. En la tabla 17, se muestran los
valores de porciento de desviacion de las concentraciones recuperadas de las tres
curvas evaluadas. En todos los casos el porcentaje de desviacion fue menor al 15%,
por lo cual se demuestra que el método es lineal. En las figuras 25-29 se muestran

los cromatogramas correspondientes a una curva de calibracion.
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Figura 24. Curva de calibracion de OXZ en plasma humano.

Tabla 16. Resultados de linealidad de las curvas de calibracion

Datos Curva 1 Curva 2 Curva 3
r 0.9997 0.9992 0.9990
r? 0.9994 0.9983 0.9979
m 0.8095 0.7902 0.7755
b 0.0281 0.0093 0.0242

Tabla 17. Valores de % Desviacion de 3 curvas de calibracién de OXZ en plasma

Concentracion %Desviacion
(Hg/mL) Curval | Curva2 | Curva3
0.3 5.1 2.6 2.5
0.6 8.1 2.9 2.2
1.2 0.1 3.0 5.4
2.4 2.3 15 0.7
3.0 1.0 0.3 5.2
3.6 1.2 3.7 15
4.8 0.8 1.7 1.0
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Figura 25. Cromatograma de OXZ (0.3 ug/mL) y CBZ (13 ug/mL).
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Figura 26. Cromatograma de OXZ (0.6 ug/mL) y CBZ (13 ug/mL).
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Figura 27. Cromatograma de OXZ (1.2 ug/mL) y CBZ (13 ug/mL).
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Figura 28. Cromatograma de OXZ (2.4 ug/mL) y CBZ (13 ug/mL).
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Figura 29. Cromatograma de OXZ (3.0 ug/mL) y CBZ (13 ug/mL).
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Figura 30. Cromatograma de OXZ (3.6 ug/mL)y CBZ (13 ug/mL).
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Figura 31. Cromatograma de OXZ (4.8 ug/mL) y CBZ (13 ug/mL).
7.5.3 Precision y exactitud

En la tabla 18 se presentan los resultados de repetibilidad y exactitud del método,
(las concentraciones recuperadas para evaluar precision y exactitud se obtuvieron
utilizando curvas de calibracion preparadas el mismo dia del analisis, tabla 16y 17).
En la misma, se observa que el CV% y el porcentaje de desviacion de las muestras
control, fueron menores al 15%. Asi, el método cumplié con los criterios de precision
y exactitud. Asimismo, se obtuvieron valores menores al 20% para el limite inferior

de cuantificacion, por lo cual el LIC cumple con los criterios de precision y exactitud.

En la tabla 19 se muestran los resultados de reproducibilidad y exactitud del método.
Debido a que el coeficiente de variacion de tres corridas analiticas en tres dias
diferentes es menor al 15% en cada muestra control, el método muestra ser

reproducible.

Tabla 18 Repetibilidad y exactitud del método para cuantificar OXZ.

. L Concentracion recuperada (ug/mL)
Corrida Réplica C MCB MCM MCA
1 0.328 0.929 1.736 3.816
2 0.356 0.891 1.791 4.001
1 3 0.346 0.936 1.757 3.986
4 0.297 0.940 1.853 3.877
5 0.329 0.907 1.798 4.027
Promedio 0.33 0.92 1.79 3.94
DE 0.02 0.02 0.04 0.08
CV% 6.14 2.01 2.23 2.06
Concentracién nominal (ug/mL) 0.30 0.90 1.80 3.90
Desviacion% 9.47 2.26 0.72 1.05
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Tabla 19. Reproducibilidad y exactitud del método

. L Concentracion recuperada (ug/mL)
Corrida Réplica e MCE MCM VICA
1 0.328 0.929 1.736 3.816
2 0.356 0.891 1.791 4.001
1 3 0.346 0.936 1.757 3.986
4 0.297 0.940 1.853 3.877
5 0.329 0.907 1.798 4.027
1 0.293 0.936 1.865 4.041
2 0.307 0.978 1.846 4.033
2 3 0.310 0.934 1.793 4.114
4 0.310 0.948 1.848 4.109
5 0.314 0.930 1.876 4.172
1 0.251 0.852 1.720 3.961
2 0.252 0.835 1.699 3.910
3 3 0.241 0.835 1.705 3.841
4 0.249 0.831 1.670 3.939
5 0.251 0.852 1.820 3.847
Promedio 0.30 0.90 1.79 3.98
DE 0.04 0.05 0.07 0.11
CV% 12.92 5.40 3.75 2.71
Concentracién nominal (ug/mL) 0.30 0.90 1.80 3.90
Desviacion% 1.47 0.25 0.83 1.97

LIC = Limite inferior de cuantificacién (0.3 pg/mL); MCB = Muestra control baja (0.9 pg/mL); MCM =
Muestra control media (1.8 pg/mL); MCA = Muestra control alta (3.9 pg/mL).

7.5.4 Estabilidad

Los resultados de las diferentes pruebas de estabilidad: corto plazo, muestra
procesada, largo plazo, y ciclos congelacién-descongelacion se muestran en la
tabla 20. En esta se puede observar que las muestras se encuentran dentro del 15%
de la concentracion nominal, por lo que se concluye que el OXZ es estable bajo

estas condiciones.

En la tabla 21, se muestran los resultados de estabilidad en solucion para OXZ y
CBZ. A partir de estos resultados, se logr6 documentar que las soluciones son

estables en refrigeraciéon (2-8°C) por lo menos 30 dias.

56




Tabla 20. Resultados individuales de las muestras de estabilidad, tres ensayos por cada muestra

control.
Estabilidad Condiciones MCB (0.9 pg/mL) MCA (3.9 pg/mL)
Concentracion YDesviacion Concentracion v%Desviacion
5ha (Hg/mL) (Hg/mL)
temperatura 0.85 5.33 4.10 5.10
ambiente 0.91 1.60 4.16 6.57
Corto plazo 0.90 0.07 4.17 7.00
0.85 5.07 4.17 6.89
.24 h ., 0.86 3.93 4.14 6.05
refrigeracion
0.85 5.79 4.15 6.40
0.85 5.95 4.18 7.20
Automuestrador 0.87 3.52 4.18 7.15
24 h
0.94 4.84 412 5.68
Procesada
0.80 10.60 3.9 0.3
.24 h -, 0.82 9.10 3.9 11
refrigeracion
0.83 7.53 3.7 5.9
0.93 3.89 3.90 0.05
Largo plazo 3 meses -20°C 0.94 4.65 3.81 2.20
0.97 8.05 3.83 1.82
Ciclos 0.94 4.03 3.4 12.6
congelacion 3 meses -20°C 0.91 1.55 3.6 7.7
laci6
descongelacion 0.95 5.10 3.9 0.1
Tabla 21 Estabilidad de soluciones de trabajo OXZ [48 pg/mL] y CBZ [13 pg/mL]
Solucién Tiempo (dias) % desviacion CV%
Dilucién de la concentracién mas alta de
30 2.69 3.62
oxfendazol [48 pg/mL]
Carbamazepina [13 pg/mL] 30 2.19 1.12
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Existen diferentes metodologias por HPLC-UV que cuantifican oxfendazol y
fenbendazol en plasma de diferentes modelos animales (Ballent et al., 2018;
Ceballos et al., 2012; Gokbulut et al., 2006, 2007; Lakritz et al., 2015; Sun et al.,
2022b) . La mayoria de ellos emplea una elucion en gradiente, la cual permite
mejorar la resolucion de los analitos. No obstante, requiere mayores volumenes de

solvente, lo cual aumenta los costos operativos y la generacion de residuos.

Los métodos analiticos para la deteccion cuantitativa de oxfendazol en la matriz
humana son limitados. El unico estudio en seres humanos (Bach et al., 2019) utilizé
cromatografia liquida de alto rendimiento-espectrometria de masas en tandem
(CLAR/MS/MS) .

El HPLC-UV es significativamente menos costoso que la espectrometria de masas,
tanto en términos de equipo como de mantenimiento. Esto lo convierte en una

opcidn mas accesible para muchos laboratorios, aun cuando es menos sensible.

El método desarrollado permite la cuantificacion de oxfendazol en plasma humano
por HPLC-UV por elucién isocratica. De acuerdo con los resultados de validacion,
es un método confiable en términos de linealidad, precisidon y exactitud. Se
requeriria mejorar la sensibilidad del método para su uso en estudios de

bioequivalencia.
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8 CONCLUSIONES

1.

Las condiciones cromatograficas seleccionadas permitieron la separacion del
oxfendazol de los componentes enddgenos del plasma humano.

El estandar de interno carbamazepina presentd un recobro alto y una
respuesta reproducible.

El procedimiento de extraccion liquido-liquido propuesto es eficiente para la
recuperacion de OXZ del plasma humano, ya que presentd un recobro mayor
al 85%.

El método analitico demostrd ser lineal en el rango de trabajo de 0.3 a 4.8
pg/mL. Es confiable ya que es preciso y exacto de acuerdo con los criterios
de validacion de la NOM-177-SSA1-2013.

El oxfendazol es estable en plasma por 3 meses a una temperatura de -20°C.
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9 PERSPECTIVAS

Utilizar el método analitico en estudios preclinicos de interaccion farmacocinética
de oxfendazol con farmacos que se pretenden administrar en conjunto para

potenciar el efecto antihelmintico.

Dado que el oxfendazol es un inhibidor de la proteina de eflujo BCRP, seria
importante evaluar la potencial interaccion de oxfendazol con glibenclamida o

pantoprazol, que son substratos de esta enzima.

Determinar si el método analitico desarrollado puede ser utilizado para la

cuantificacion simultanea de oxfendazol y su metabolito activo fenbendazol.
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