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RESUMEN

En este estudio se analizo la droga an-
timaldrica comercial Falcidar®, en pri-
mates del género Aotus. Este medica-
mento estd compuesto por los productos
genéricos sulfadoxina (SDX) y pirimeta-
mina (PYR), dos agentes antimicrobia-
nos que actiian de manera sinérgica para
bloquear la biosintesis del dcido félico.
El analisis simultdneo por cromatografia
de estos fairmacos se realizé con el fin de
estudiar uno de sus aspectos farmacoci-
néticos en un género de primates ttil en
la investigacion biomédica. Este primate
se utiliza como modelo para ensayos pre-
clinicos de nuevos medicamentos anti-
maldricos en los cuales se requiere un
conocimiento preciso de la farmacociné-
tica de los medicamentos y drogas con
reconocido efecto antimaldrico como
control. El tiempo de depuracién de sul-
fadoxina y pirimetamina fue determina-
do en plasma de monos Aotus lemurinus,
por medio de extraccion liquido-liquido
utilizando quinina como estdndar inter-

no, obteniéndose recuperaciones entre el
70y el 99%, seguida de una técnica estan-
darizada de cromatografia liquida de alta
eficiencia en fase reversa (RP-HPLC).
Esta técnica cromatografica fue desarro-
llada en columna Cis con fase movil
ACN: Buffer fosfato, pH 3,4 (30:70) y
con deteccién ultravioleta a 200 nm.
Presentd una linealidad con correlacin-
nes superiores a 0,996 en el rango 0,1-
150 ppm para SDX y 0,1-3 ppm para
PYR, coeficientes de variaciéon menores
al 5% tanto en su repetitividad como en
su precision intermedia y limites de de-
teccion de 1,15 ppm para SDX y 25 ppb
para PYR. El tiempo de depuracion en-
contrado es de 18 dias parala SDX y de 5
dias para la PYR en Aotus lemurinus,
que es mayor en el caso de la SDX y me-
nor para la PYR cuando se compara con
los valores reportados en la literatura
para el humano, 14 dias para SDX y 7
dias para PYR (1). La técnica desarrolla-
da es sencilla y altamente confiable.

ABSTRACT

Here we analyze the currently used
antimalarial drug Falcidar®, in prima-
tes from genus Aotus. Falcidar consists
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of two antimicrobial generic products,
sulphadoxine (SDX) and pyrimethamine
(PYR), acting sinergistically to inhibit the
biosynthesis of folic acid. Both compo-
nents were simultaneously analyzed
through chromatography, and the phar-
macokinetic aspect of clearence time was
studied in an animal model useful in bio-
medical research. This primate has been
used as a model for preclinical testing of
new antimalarial drugs where a well esta-
blished control with known effects and
precise pharmacokinetic studies is nee-
ded. The clearance time of sulphadoxine
and pyrimethamine has been established
in plasma of Aotus lemurinus monkey,
using liquid-liquid extraction and quini-
ne as internal standard, getting an ex-
traction recovery between 70 and 99%,
followed by a validated reverse phase
high performance liquid chromato-
graphy (HPLC) method. The technique
was performed using a Cis column with
mobile’ phase acetonitrile: phosphate
buffer, pH = 3.4, (30:70) and ultravio-
let detection at 200 nm. It showed a li-
near correlation higher than 0.996 in
the 0.1-150 ppm range for SDX and in
the 0.1-3 ppm range for PYR, a relative
standard deviation below 5% in the re-
producibility, and repeatability and li-
mits of detection as low as 1.15 ppm for
SDX and 25 ppb for PYR. The clearan-
ce time was 18 days for SDX and 5 days
for PYR in Aotus monkeys, compared
to the clearance time for humans of 14
days for SDX and 7 days for PYR repor-
ted in the literature. The method develo-
ped is reliable and simple, and it can be
used in other pharmacokinetic studies in
Aotus monkeys.
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INTRODUCCION

Durante los ultimos cien afios, desde
el descubrimiento de los parisitos de la
malaria, se han investigado numerosas
especies de primates no humanos como
huéspedes y potenciales modelos anima-
les para el estudio de este pardsito. Se ha
reconocido claramente que solo algunas
especies de primates son aceptables como
modelos para estudiar la relacion hués-
ped-parisito. Uno de los modelos de
huésped mas exitoso ha resultado ser una
de las especies de primates del nuevo
mundo, el mono Aotus sp., ya que pre-
senta reproducibilidad en un gran nimero
de factores bioldgicos, tales como la in-
fectividad, el desarrollo de gametocitos y
las parasitemias, entre otros (2).

Este mono ha sido usado en la investi-
gacion de prueba de vacunas antimalari-
cas desde que en 1966 Young y colabora-
dores demostraron su susceptibilidad a la
infeccion experimental con Plasmodium
sp. (3), lo que hace que estos monos sean
importantes en el desarrollo y prueba de
nuevos medicamentos y vacunas antima-
laricas.

Uno de los medicamentos mas utiliza-
do actualmente para el tratamiento de la
malaria es comercializado como Falci-
dar® y estd compuesto por sulfadoxina
(SDX) y pirimetamina (PYR), conocidos
agentes antimicrobianos (4). Dichos far-
macos actuan metabdlicamente y al ser
coadministrados realizan un doble blo-
queo en la biosintesis del acido félico en
el parasito.

Los estudios para determinar SDX y
PYR por HPLC han sido llevados a cabo
por varios grupos de investigacion a lo
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largo de estas dos décadas, tanto para de-
terminar el tiempo de vida media, como
para conocer las concentraciones en plas-
ma, tejidos, leche y en general en fluidos
bioldgicos (5). Este tipo de estudio es via-
ble de manera simultinea para los dos far-
macos, como lo establecid Michael Eds-
tein (6), o de manera separada como lo
demuestran otros grupos de investigacion
(7-11).

Sin embargo, estos andlisis no se han
realizado en plasma de monos y no se co-
nocen estudios farmacocinéticos de estos
farmacos en Aotus. Estos primates son
actualmente utilizados para estudios pre-
clinicos de nuevos compuestos con activi-
dad antimaldrica en los cuales se requiere
parametros de control, en cuyo caso me-
dicamentos como el Falcidar representan
un buen control por su importante activi-
dad antimalarica.

En el desarrollo de este trabajo se utili-
70 la técnica de extraccion liquido-liquido
v la cromatografia liquida de alta resolu-
cion en fase reversa con deteccion ultra-
violeta para la determinacién del tiempo
de depuracion de SDX v PYR en monos
Aotus lemurinus.

PARTE EXPERIMENTAL

Extraccion de muestras

A 300 pL de plasma se agregaron 5 uL
de quinina, como estidndar interno 1 g/L,
100 uL de sIn. Buffer fosfato (Na2HPOs
0,1 M + Aacido ortofosforico hasta alcan-
zar pH = 3,4), 300 uL de H-O y 6 mL
CH:Cl2. La solucién obtenida se someti6 a
agitacion constante (100 golpes por minu-
to) en un agitador durante veinte minutos.

Posteriormente se centrifugé a 1000 rpm
durante 10 minutos y se desecho la fase
acuosa. La fase orgdnica se transfiri a un
tubo nuevo y se evapord a sequedad ca-
lentando a 60°C en un bafio seco. El resi-
duo se disolvid en 1 mL de la fase movil.

Andlisis por HPLC

Se inyectan 10 uL de la muestra trata-
daenel HPLC aun flujo de 1 mL/min con
fase movil ACN: buffer fosfato, pH =
3,4, (30:70), siendo el tiempo total de co-
rrida 10 minutos y la deteccion ultraviole-
ta a 200 nm. La concentracion de SDX y
PYR se calculd por el método del estdn-
dar interno.

Muestras de calibracion y de control

Se partio de patrones puros para la
preparacion de soluciones 1 g/Ly 0,1 g/L
de sulfadoxina y pirimetamina, respecti-
vamente. Se peso 0,1 g de SDX y 0,01 g
de PYR, en balanza analitica con sensibi-
lidad de + 0,01 mg, y se enrasé a 100 mL
con metanol en balones aforados. De es-
tos patrones se prepararon soluciones de
10 mL en el rango de 100 ppb a 150 ppm
para la SDX y 100 ppb a 3 ppm para la
PYR. De la quinina de concentracion 3
mg/mL se prepard una solucidn patrén de
1 g/L en agua Milli-Q. La concentracion
del estdndar interno en todas las solucio-
nes usadas en la calibracion es de 5 ppm.
Todas las soluciones se guardaron a 4°C
y se protegieron de la luz.

Validacion del método

Curva de calibracion. De cada solu-
cién patron 1 mL se evapor6 a sequedad y
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se agregd a 300 mL de plasma humano y
se llevd a cabo el procedimiento de ex-
traccion anteriormente descrito. Se com-
probo la linealidad del método tanto para
la SDX como para la PYR calculando la
correlacion existente entre la concentra-
cién del firmaco versus la relacién de
areas. Se utilizd plasma humano para las
curvas de calibracion debido a 1a baja dis-
ponibilidad de plasma de Aotus.

Limites de deteccion y cuantificacion.
El limite de deteccion y cuantificacion se
determiné utilizando la curva de calibra-
cién. De ésta se tomaron las tres concen-
traciones mas bajas hallandose el limite
de deteccion estadisticamente con base en
laecuacion (Yo + 3Su/b) 1/ \fmn, donde Yul
es el estimado de la respuesta del blanco,
Sui es el estimado de 1a desviacion estan-
dar del blanco y b es la pendiente de la
curva. El limite de cuantificacién es diez
veces esta misma desviacion estindar en
la misma ecuacion.

Repetitividad y precision intermedia.
Para evaluar la repetitividad del sistema
se inyectd seis veces una solucién patrén
y se determiné el coeficiente de variacion
de los datos.

Se efectuaron seis inyecciones de un
mismo patron en diferentes dias y se
calculé su coeficiente de variacidon.

Se realizaron seis extracciones de una
misma solucién patrén y se inyectaron de
manera independiente en un mismo dia,
bajo las mismas condiciones, y se deter-
miné el coeficiente de variacion de la se-
nal para cada droga.

Recuperacién. Se inyectaron los pa-
trones disueltos en metanol y se compard
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la sefial con los mismos después del pro-
cedimiento de extraccion.

Muestreo humano y animal. El mues-
treo se llevo a cabo durante tres semanas
empleando cuatro monos Aotus lemuri-
nus a los que se les habia administrado
oralmente una dosis de 25 mg de SDX y
1,25 mg de PYR, correspondiente a una
veinteava parte de la droga comercializa-
da por Laboratorios Roche S. A., Falci-
dar®. Previo a la administracién del me-
dicamento se tomd una muestra de
sangre, en tubos recubiertos con hepari-
na, de 1 mL a partir de la arteria femoral.
Esta muestra fue considerada el blanco.
Dos horas después de administrado el
medicamento se tomo la primera muestra
y dicho procedimiento se repitié cada 48
horas a lo largo de tres semanas en los
dias 1, 3, 5, 7, 10, 12, 14, 16, 18 y 21.
Las muestras de sangre se centrifugaron a
3000 rpm durante diez minutos. Poste-
riormente el plasma se separo del resto de
la sangre por extraccion con jeringa y se
guarddé a -70°C. Todas las muestras se
trataron un mismo dia por el método de
extraccién que se describi6 previamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los picos son claramente diferencia-
bles y la ausencia de interferencias per-
mitid una identificacion facil de los fir-
macos. Los tiempos de retencion
observados fueron 5,1 min para la qui-
nina, 6,5 min para la PYR y 8 min para
la SDX. El tiempo de corrida fue corto,
lo cual permitié gran cantidad de andli-
sis continuos.

Los datos obtenidos para la validacion
se tabulan a continuacion.
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Tabla 1. Datos obtenidos de la validacion del método para la determinacién de SDX y

PYR en plasma.

Estandarizacién

Sulfadoxina

Pirimetamina

Ecuacion de linealidad

Cspx/CoNa=0.39"Aspx/AQNA+0.019

CPYR/CONA=0.44"APYR/AQNA +0.003

Correlacion R = 0,996 R = 0,996
Repetitividad (sistema) RSD 1,30 % 0,63 %
Precision intermedia (sist.) RSD 4.80 % 2,40 %
Repetitividad (extraccion) RSD 1,28 % 0,37 %
Porcentaje de recuperacion 7193 % 79-99%
Limites de deteccion (ppm) 1.15 0,025

Limites de cuantificacién (ppm)

1,19 0,030 ]

La regresion linear sigue la ecuacion (y = mx + b), y la repetividad en el sistema y elmétodo de extraccion,
asi como la precision intermedia, se reportan con la desviacién estindar relativa (RSD.

En este rango de concentraciones, tan-
to la SDX como la PYR presentan una co-
rrelacion alta, superior a 0,996. Tanto la
precision intermedia y la repetitividad del
sistema como el método de extraccién
presentan coeficientes de variacién me-
nores al 5%, lo cual nos indica que el mé-
todo es confiable y preciso. Los porcenta-
jes de recuperacion (ver tabla 1), aunque
presentan una variacion alta, pueden co-
rregirse por el método del estandar inter-
no, llegdndose a un porcentaje de recupe-
racion cercano al 99,9% para todos los
datos después de utilizado este método.
Los limites de cuantificacién y deteccién
estan muy por debajo de las concentracio-
nes terapéuticas de ambos farmacos.

Muestras humanas también fueron tra-
tadas para confrontar con los datos ya re-
portados en la literatura, demostrandose
asi que el método presenta los mismos re-
sultados. Infortunadamente no se pudie-
ron adaptar los métodos reportados en la
literatura a las condiciones del laborato-
rio,siendo s6lo comparables los resulta-
dos obtenidos por una y otra técnica.

El tiempo de depuracion de SDX se
pudo establecer en 18 dias (grafica 1);
hasta este dia la concentracion del fairma-
co fue cuantificable. Aunque el iltimo dia
la sefial todavia fue detectable por el mé-
todo, no se consideré como una medida
confiable, ya que estd por debajo del limi-
te de cuantificacién y su valor puede va-
riar debido al “ruido de fondo” del equi-
po o a alguna impureza de la matriz. Esta
medida estd por encima del tiempo de de-
plecion de este farmaco en plasma huma-
no segun la literatura. Este tiempo en hu-
manos ha sido determinado en 14 dias.

También podemos observar que la ab-
sorcion de SDX en plasma de mono Aorus
es bastante alta, aproximadamente 85%
(gréfica 2), valor cercano al obtenido en
el humano (90%).

En el caso de 1a PYR, las sefiales por
debajo del limite que son observadas en los
cromatogramas se asumen con el valor de
este limite en la gréfica. Se observa como
se estabiliza la curva después del quinto
dia. Al tener en cuenta los valores de los 1i-
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Grifica 1. Tiempo de depuracion de SDX en plasma de mono Aotus lemurinus. Concen-
tracion de SDX (ppm) vs. dias de estudio después de administrada por via oral una dosis
de 25 mg de SDX. Mono Aotus V97 (4), V99 (M), M212 (A), M215(@).
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Grifica 2. Indice de absorcién de SDX en plasma de mono Aotus, teniendo en cuenta como
el 100% de absorcion la dosis administrada (25 mg de SDX) en el volumen estimado de san-
gre del mono Aofus (70 mL).

mites de deteccién y cuantificacion en el
caso de la PYR, la concentracion de ésta
es solamente cuantificable hasta el dia
quinto (grafica 3). Sin embargo, podemos
seguir obteniendo sefiales en los cromato-
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gramas hasta el dia 21, pero se encuen-
tran por debajo de nuestro limite de detec-
cion. La fluctuacién de los valores de las
areas a partir del dia siete nos confirma
este hecho, ya que en este rango de con-
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Grifica 3. Tiempo de depuracion de PYR en plasma de monos Aozus. Concentracion de
PYR (ppm) vs. dias de estudio después de administrada por via oral una dosis de 1.25 mg
de PYR. Mono Aorus V97 (4), V99 (), M212 (A), M215(@).

90
80 "

70 .

60 '

50

40 __

30 5

20 - \

10 4 T

0+ e .
0 0081 3 5 7 10 12 14 16 18 21

Dias

Porcentaje de absorcion

b, S, = SO

Grifica 4. Indice de absorcién de PYR en plasma de mono Aotus, teniendo en cuenta
como el 100% de absorcion la dosis administrada (1,25 mg de PYR) en el volumen esti-
mado de sangre del mono Aotus (70 mL).
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centraciones no es posible cuantificar la
droga. El tiempo de depuracion de este
firmaco en plasma humano es de siete
dias, es decir que en el caso del mono la
PYR es eliminada mds rapidamente.

La absorcion de PYR en el organismo
del mono tuvo un indice cercano al 5%
(grafica 4). La concentracién méxima,
asumiendo que todo el medicamento admi-
nistrado fuera absorbido por el organismo
del mono, seria de 17 ppm y sin embargo
se encontrd una concentraciéon maxima de
1,021 ppm de PYR. En el humano, en
cambio, el indice de absorcion del firmaco
fue cercano al 28 %, teniendo en cuenta la
concentracién maxima alcanzada a las 24
horas después de la administracion.
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