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Introduccion

1. INTRODUCCION

El problema de las parasitosis, en general, y de las helmintosis en particular, es muy amplio

y de gran importancia tanto en la practica médica como en la veterinaria.

En general las helmintosis afectan de tal manera tanto a los humanos como al ganado que

representan, por si mismas, uno de los mas importantes grupos de infecciones del planeta.

La repercusion econdmica que las infecciones por helmintos producen, ha sido valorada y
reconocida desde hace tiempo en el ambito ganadero, y es por ello que los mas importantes
avances en quimioterapia antihelmintica procedan del entorno de la salud animal. El
tratamiento de los piensos ha resultado ser una mejora muy importante en el control de las
infecciones helminticas, basicamente por establecer una pauta regular y continuada en el

tiempo.

Por otro lado, la estimacion global de parasitismo realizada por Stoll en la década de los 40
(Stoll, 1947) ha variado poco en los afios sucesivos, simplemente viéndose modificada por el

crecimiento global de la poblacion.

Los estudios de Stephenson (Stephenson, 1989) y Latham (Latham, 1983) en Africa
demostraron que las medidas profilacticas frente a helmintos producian mayor crecimiento y
adaptacion fisica en los nifios, asimismo aumentaba la productividad laboral en los adultos.
Estudios mas recientes realizados en Uganda (Kabartereine y col, 2007), concluyen que los
tratamientos promovidos en los programas de control nacional frente a helmintos pueden
disminuir los rangos de infeccién y la patogenia en nifios en edad escolar y en aquellos casos de

infecciones producidas por uncinarias mejorar la concentracion de hemoglobina en sangre.

El descubrimiento del tiabendazol en 1961 abrid las puertas del desarrollo e investigacion
de todo un grupo quimico y terapéutico: los bencimidazoles. En la practica clinica solamente
tres antihelminticos del grupo de los bencimidazoles se han utilizado de una forma habitual:
albendazol, flubendazol y mebendazol. El albendazol ha demostrado no sdlo ser altamente
efectivo y seguro (presenta pocos efectos secundarios) para el tratamiento de las infecciones
por helmintos, sino que también actla eficazmente en el tratamiento de otras infecciones
parasitarias ocasionadas por protozoos. Ademas, es cada vez mas frecuentemente utilizado en
infecciones oportunistas por microsporidios en enfermos de SIDA (Haque, 1993), (Dieterich,
1994), (Weber, 1993), (Curry, 1993), (Derouin, 2007). Por su mecanismo de accion a nivel
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Introduccion

microtubular también ha sido utilizado en estudios tanto /n vivo como in vitro en los que se ha
observado que esta molécula es un potente inhibidor de la proliferacion de células hepaticas
cancerigenas (Pourgholami y col., 2000); inhibe el crecimiento de células cancerigenas en
cancer colorectal y carcinoma hepatocelular (Morris y col., 2001) y suprime la angiogénesis del
tumor y la formacién de cistitis inhibiendo el factor de crecimiento endotelial vascular en

carcinomatosis peritoneal (Pourgholami y col., 2006).

El problema que los bencimidazoles en general, y el albendazol en particular presentan, es
su baja solubilidad y por lo tanto una absorcion limitada, lo que unido a su rapido metabolismo
hace que se utilicen frecuentemente frente a parasitos intestinales, y que sélo en dosis altas y
prolongadas sean efectivos en el tratamiento de infecciones sistémicas. En el caso del
albendazol se ha demostrado efectividad sistémica en infecciones como la hidatidosis (Yasawi,
1993), (Kumar, 1993), (Bondiau, 1993) y la neurocisticercosis (Sanchez, 1993), (Suri, 1994) y
(Bauer, 1994).

El hecho de que el mayor problema que presenta el albendazol sea su baja solubilidad,
hace de este farmaco de amplio espectro, un candidato idoneo para el desarrollo de nuevas

formulaciones de solubilidad exaltada tanto en velocidad como en magnitud.

Dentro de los recursos tecnoldgicos disponibles para la mejora de la solubilidad de
moléculas insolubles, la formacién de complejos despierta gran interés tanto en investigacion

como en su aplicacion en terapéutica.

De las distintas sustancias que se pueden emplear para la formacion de complejos,
probablemente las ciclodextrinas son las mas utilizadas en terapéutica, encontrandose
disponibles en distintos tipos, en grandes cantidades y a precios razonables. Son sustancias que

practicamente carecen de toxicidad (son hidratos de carbono) y facilmente biodegradables.

El desarrollo, por tanto, de nuevas formulaciones de antiparasitarios, para su uso en
medicina humana vy veterinaria, requiere un enfoque multidisciplinar. Recurriendo a Ila
tecnologia farmacéutica se producen o mejoran sustancias dotadas de una posible actividad
farmacoldgica, hecho que se comprueba haciendo uso de modelos experimentales para el

cribado farmacoldgico tanto /n vivo como in vitro.

Estos modelos experimentales deben responder a un planteamiento simple, es decir, deben

permitir obtener los maximos rendimientos, utilizando los minimos medios posibles.

11



Introduccion

Por todo ello, y partiendo de una molécula de conocida actividad antihelmintica, como es el
albendazol, procedemos a la realizaciéon de un estudio cuya finalidad es la obtencion de
formulaciones con mayor solubilidad que potencien la actividad de este farmaco a diferentes
niveles de infeccion, usando como modelo experimental el nematodo 7richinella spiralis (Owen.
1835; Raillet. 1895), en ratdon, por dos motivos fundamentales: por un lado, por su facil
mantenimiento en estos animales de laboratorio, y por otro, por el corto periodo de tiempo
necesario para reproducir su ciclo biolédgico completo, a diferentes niveles (intestinal, sanguineo
y tisular), lo que nos permite ensayar las diferentes formulaciones de una manera extrapolable
a un gran numero de situaciones clinicas reales. Por otro lado, realizamos un estudio del
comportamiento de los dos enantidmeros, que la molécula de albendazol produce en su
metabolismo, a nivel del hospedador y del parasito, intentando descifrar cual de los dos tiene
mayor actividad farmacoldgica. Por Ultimo, estudiamos el efecto que una infeccion intestinal por
Trichinella spiralis tiene en la biodisponibilidad del farmaco.

12
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Obijetivos y planteamiento

2. OBIJETIVOS Y PLANTEAMIENTO

= La estructura molecular de los bencimidazoles hace que estos sean dificilmente
solubilizables en agua, lo que repercute directamente en su absorcion y consecuentemente en
su biodisponibilidad.

Este hecho ha obligado a que estos farmacos se hayan destinado fundamentalmente al
tratamiento de helmintiasis intestinales, donde han sido muy efectivos. No obstante, el
mecanismo de accidn y la eficacia de estas sustancias han hecho de ellas candidatas idoneas
para el estudio de formulaciones que permitan extrapolar el efecto logrado a nivel intestinal a

nivel sistémico.

Experimentalmente la administracion oral de albendazol se ha realizado suspendiendo el
mismo en carboximetil celulosa sddica. Este vehiculo utilizado conlleva dos problemas

fundamentales:

e Dosis no uniformes.

e Baja solubilidad.

Por ello, se planted realizar un trabajo conjunto con el Departamento de Farmacia y
Tecnologia Farmacéutica, para obtener formulaciones liquidas, que tedricamente consiguieran
aumentar el perfil farmacocinético de los bencimidazoles, y por lo tanto su actividad a
diferentes niveles en el organismo. El objetivo final marcado, era conseguir una buena

correlacion entre:

FORMULACION->BIODISPONIBILIDAD->EFECTO ANTIPARASITARIO

Y que ademas, este efecto antiparasitario se diera en las diferentes fases (enteral y
parenteral) del ciclo bioldgico del nematodo utilizado en nuestro modelo experimental,
Trichinella spiralis.

Por esta razdn, hemos considerado muy interesante realizar complejos de inclusion de
albendazol en hidroxipropil-B-ciclodextrina, con el fin de aumentar la caracteristica de
solubilidad de este antihelmintico, facilitando asi la elaboracion de formulaciones liquidas para

su posterior administracion en animales de experimentacion.

14
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Aumentando la solubilidad de los bencimidazoles, generalmente se mejora su

biodisponibilidad, como ya se ha demostrado en trabajos anteriores (Lopez Garcia y col, 1997).

= La fase migratoria del ciclo bioldgico de Trichinella spiralis se caracteriza, desde el
punto de vista farmacoldgico, por ser la mas resistente al tratamiento experimental. Utilizando
la nueva formulacién generada desarrollamos un modelo de estudio de modificacion de la pauta
posoldgica, intentando observar las posibles variaciones que en la reduccion en el nimero de

embriones se producen como consecuencia de estos cambios.

= Las formas farmacéuticas de administracion oral son las mas utilizadas por varias
causas: ser la via natural de entrada, no presentar ninguna dificultad su administracion, y
seguridad en casos de sobredosificacion al poderse recurrir al lavado gastrico o induccion al

vomito.

La mayoria de los farmacos administrados via oral buscan una accidn sistémica tras un

proceso de absorcion.

El inicio de la accion de un farmaco administrado por via oral tiene lugar en funcion de la
rapidez con la que el medicamento, una vez liberado, sea absorbido. El punto inicial de
absorcion de farmacos, aunque muy reducido, es la mucosa bucal; la capacidad de absorcion se
ve incrementada para algunos farmacos en el estdbmago, pero, sin lugar a dudas, es la mucosa

intestinal la gran protagonista en la absorcion de medicamentos.

Los factores que influyen en la absorcion oral de farmacos son dificiles de predecir, ya que,
ademas de los factores fisioldgicos como el pH, cantidad y tipo de alimentos, existen

oscilaciones individuales, asi como procesos patoldgicos.

La alteracion, por tanto, del epitelio intestinal, como consecuencia del proceso infectivo de
Trichinella spiralis, ofrece un marco inigualable de estudio para valorar la modificacion que,
tedricamente, se debe producir en la absorcion del farmaco albendazol. Los diferentes estados
por los que este epitelio pasa a lo largo de la fase intestinal del ciclo de este nematodo, nos
puede dar una vision de como esta alteracion puede condicionar la absorcion de farmacos y por

tanto su biodisponibilidad.

= El estudio del comportamiento de la molécula de albendazol en el hospedador ha sido
reiteradamente analizado, tanto desde el punto de vista metabdlico como del papel que los dos
enantiémeros del metabolito activo tienen en la eficacia del farmaco. Nosotros en este proyecto

hemos querido comprender que es lo que ocurre cuando el farmaco alcanza su objetivo. Para
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Obijetivos y planteamiento

ello hemos desarrollado un modelo /in vitro que nos ha permitido analizar el metabolismo que la

molécula sufre en el parasito.

Los objetivos finales de esta tesis son:

e Comparar la biodisponibilidad y efecto antihelmintico de una disolucion de
albendazol en hidroxipropil-B-ciclodextrina frente a una formulacion de referencia
(suspension de albendazol en carboximetil celulosa) a diferentes dosis.

e Comparar la correlacion existente entre las diferentes dosis desde un punto de vista
biofarmacéutico.

e Estudiar los perfiles enantioméricos en el hospedador.

e Analizar la modificacion en la reduccion de carga parasitaria en la fase migratoria
como consecuencia de la modificacion de la pauta posoldgica.

e Comparar los perfiles farmacocinéticos del albendazol producidos durante las
diferentes etapas de una infeccion intestinal por 7richinella spiralis, considerando la
carga parasitaria y el deterioro del epitelio intestinal.

e Analizar en un modelo /n vitro el metabolismo del albendazol en el parasito.
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3. TRICHINELLA COMO MODELO EXPERIMENTAL EN QUIMIOTERAPIA

ANTIHELMINTICA

3.1 DESCRIPCION TAXONOMICA.

REINO ANIMALIA
SUBREINO ECDYSOZOA (Aguinaldo, 1997)
PHYLUM NEMATODA
CLASE ADENOPHOREA (APHASMIDIA)
ORDEN TRICHURIDEA
SUPERFAMILIA TRICHUROIDEA
FAMILIA TRICHINELLIDAE
SUBFAMILIA TRICHINELLINAE
GENERO TRICHINELLA
ESPECIES Trichinella spiralis
Trichinella nativa
Trichinella britovi
Trichinella nelsoni
Trichinella pseudospiralis
Trichinella murrelli
Trichinella papuae

Trichinella zimbawensis

3.2. MARCO HISTORICO.

La trichinellosis es un proceso posiblemente anterior a la aparicion del hombre actual sobre

la tierra. Sin embargo, el género T7richinella y la enfermedad que produce se conocen desde

hace relativamente poco tiempo. A pesar de haber sido una de las parasitosis mas estudiadas y

combatida por las autoridades sanitarias de numerosos paises, su conocimiento presenta aun

en la actualidad numerosas lagunas.

El primer caso conocido de trichinellosis humana se da en un joven egipcio en el 1200 a.C.,

que se diagnostico unos 3200 afios después en sus momificados musculos intercostales.
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Hay indicios suficientes para pensar que varias epidemias historicas se debieron a una
trichinellosis. Este es el caso de la ocurrida en el 27 a.C., en los cartaginenses que ocuparon
Sicilia, o en la que en 1827 afecta en Santo Tomas (Antillas) a unas 12000 personas.
Experiencias tan dolorosas como éstas bien pudieron ser la causa de que fenicios, cretenses,
etiopes, egipcios y arabes prohibieran el consumo de carne de cerdo, incluso por imperativos

religiosos (Ley de Moisés, Coran, etc.).

Fue James Paget, un estudiante de medicina de primer afio en el Hospital de San
Bartolomé, en 1835, quien queda intrigado cuando en la sala de diseccidn observa unas
particulas en forma de arenilla que restan afilado a su bisturi, tras la busqueda insistente de un
microscopio, consigue examinar su muestra en el departamento de Botanica del Museo
Britanico.

Aunque Paget comunica su hallazgo en la Albernetian Society (un club de estudiantes), fue
Richard Owen, un profesor suyo, quien dias después denuncia el hallazgo ante la Sociedad
Zooldgica de Londres y describe al parasito; lo identifica como un nematodo y lo denomina
Trichina spiralis. Owen reconocié a Paget como el descubridor, y éste permitié a Owen que la
denominara, quizas a cambio del prestigio y peso profesional que aportaba. En 1895 Raillet
propone el cambio de nombre de esta especie por el de Trichinella spiralis, ya que Trichina

habia sido aplicado a un género de mosca en 1830 (Gould, 1945).

Entre 1840 y 1862 numerosos investigadores como Dujardin, Von Siebold, Leidy, Herbst,
Kuchenmeister, Virchow, Zenker y Friedreich, esclarecen el ciclo bioldgico y la patogenicidad de
la enfermedad.

La enfermedad es reconocida en los afios siguientes en varios paises, y sus sucesivos
brotes, a veces con altos indices de mortalidad, alarman y conciencian rapidamente a la opinion

publica.

La inspeccioén triquinoscopica se fue implantando y a finales del siglo XIX era una practica

comun en Europa.

Hace mas de siglo y medio del descubrimiento de T7richinella spiralis y desde entonces hasta
nuestros dias el interés suscitado por este nematodo ha sido enorme, tanto desde el punto de
vista sanitario por la zoonosis que produce como por su idoneidad como modelo de laboratorio

para el estudio de otras helmintiasis y de su biologia celular.
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3.3. CICLO BIOLOGICO DE T7richinella spp.

El ciclo biolégico de Trichinella spp. se caracteriza porque el mismo hospedador actua
como hospedador definitivo, en una de las fases del ciclo que tiene lugar a nivel intestinal, con
el paso de las formas larvarias hasta adultos y la reproduccion sexual de éstos, y como
hospedador intermediario en una segunda fase, de ubicacion muscular, con el asentamiento de
estas formas larvarias y su posterior evolucion hasta el estadio infestarte para un nuevo

hospedador. Este tipo de ciclo recibe el nombre de “autoheteroxeno”.

Tanto en la fase enteral como en la parenteral, el parasito induce cambios estructurales y
quimicos significativos. La larva infestante (L;) ubicada en el tejido muscular estriado, en unas
estructuras altamente organizadas, produce una gran modificacion en las células musculares
(Purkenson y Despommier, 1974). La vida de esta L; en estado “de espera” puede ser tan larga

como la vida del hospedador.

En contrate, los gusanos adultos se sitian en las células del epitelio columnar o epitelio
simple cilindrico de la mucosa intestinal, tanto en células calicifomes como enterocitos o células
absortivas, sobre todo en la base de las vellosidades, encontrandose directamente en el
citoplasma, no apareciendo rodeadas de membrana del hospedador (Gardnier, 1.976; Wright,
1.979).

Esta fase intestinal es transitoria, permaneciendo de varias semanas a meses, dependiendo
de la capacidad de la respuesta inmunitaria a cada cepa de las distintas especies de
hospedadores (Wakelin y Denham, 1.983; Bell, 1.985). Asi, cuando 7. spiralis parasita a ratones
desnudos (Ruitenberg, 1.977) las formas adultas permanecen en el intestino durante toda la

vida del hospedador.

Los nuevos embriones constituyen la
fase no intracelular y  existen
principalmente como formas libres, dentro
del lumen de vasos sanguineos Yy
linfaticos. Sin embargo, estos embriones
en su comportamiento, tienden a infectar
células del musculo esquelético y a

menudo penetran en células en las cuales

no llegan a formar quistes como cerebro,

, i~ s Fig. 1. Hembra adulta de Trichinella spiralis Se pueden
corazon, rinon, entre otros. observar numerosos embriones en su utero (flechas). Su
tamano es de 3 mm de largo y 0,36 um de diametro.
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3.3.1 Fase intestinal.

La transmision del parasito de un individuo a otro se realiza casi exclusivamente por la

ingestion del tejido muscular infectado con larvas (L;) enquistadas. Aunque se han descrito

otras vias de infeccidon, éstas son excepcionales.

Fig. 2. Macho adulto de T7richinella spiralis. Su tamafio
aproximado son 1,5 mm de largo y 0,36 um de didmetro.

Normalmente cuando un hospedador
1983) ingiere

tejido muscular infectado por T7richinella,

susceptible (Despommier,

se produce un proceso de digestion por
accion de la pepsina y del &acido
clorhidrico del estdbmago, proceso que
dura unos minutos, durante el cual la
larva no sufre ningun desarrollo.

rapidamente

Una vez liberada, la L;

penetra en la mucosa intestinal, produciéndose una modificacion en estas células para constituir

el alojamiento de las larvas, en lo que se de denomina “nicho intramulticelular” (Despommier,

1983; Capo y col., 1984).

El nicho intracelular realmente consiste en una fila de células del epitelio columnar dentro de

las cuales la larva se introduce. Ya que la
larva L; mide aproximadamente 1 mm de
longitud por 35-38 um de diametro, y
cada célula columnar mide
aproximadamente 32 pm por 8,5 um,
cada gusano ocupa aproximadamente
117 células columnares durante la fase
intestinal (Campbell, 1983).

Aunque se han citado Vvarias
localizaciones que pueden servir como
nicho intramulticelular, es generalmente
el duodeno donde se localiza el mayor

ndmero de larvas.

'y _.r"

Fg‘ﬁ,.

Fig. 3. Microfotografia de hembra gravida, en la que los
embriones salen del utero (flecha)

Una vez en su nicho intramulticelular, las L; sufren cuatro mudas, que se completan en un

espacio de 30 horas, alcanzando el estado juvenil. Una vez llegados a la madurez sexual se
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produce rapidamente el apareamiento, presumiblemente dentro de la mucosa intestinal

(Despommier, 1983).

Parece ser que los machos son los primeros en ser expulsados, asi, la autocuracion y sus
comienzos pueden comprobarse por la permanencia de la meseta intestinal de adultos y analisis
de la relacion sexual, si bien existen estudios que demuestran la permanencia de machos una

vez que las hembras han sido totalmente eliminadas (SanMartin Duran y col., 1980).

Una vez fecundadas las hembras, en el interior de los huevos, se desarrollan las L;,
eclosionan en el interior del Gtero y posteriormente son eliminados por la vulva. Esta

larviposicion se realiza en el epitelio, desde donde las larvas migran a vénulas y vasos linfaticos.

3.3.2 Fase migratoria.

El comienzo de la fase migratoria depende de la especie hospedadora. Una vez que las L,
abandonan el Gtero de las hembras, son transportadas rapida y pasivamente a los musculos, las
larvas atraviesan la lamina propia del intestino, alcanzan los vasos linfaticos, via vena cava
superior llegan al corazén y por la aorta se incorporan a la sangre arterial para ser distribuidas
por todo el organismo. El pico de aparicion de L; en sangre oscila entre el dia 9° post-infeccion
(Harley y Gallichico, 1971) y el dia 12° (Yang y col., 1984).

La fase de emigracion es el Unico periodo, junto con el breve tiempo en el cual las L,
permanecen en el estdmago tras la infeccién, en el que 7richinella se comporta como un

parasito extracelular.

A pesar de que se han descrito infecciones transitorias en células de diversos érganos,
Unicamente las células del tejido muscular estriado constituyen el nicho intracelular adecuado
para que continle el desarrollo de la larva, a partir de este momento T7richinella se convierte de

nuevo en un parasito intracelular.

Existen numerosos trabajos sobre los musculos mas frecuentemente infectados, de los
cuales se concluye que los musculos que tienen mayor actividad son los mas altamente
parasitados (diafragma, maseteros, intercostales, biceps, triceps, flexores y extensores de carpo

y tarso, linguales, faringeos, etc.).
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3.3.3 Fase muscular.

Durante esta fase intracelular, las larvas
aparecen asociadas al citoplasma de la célula
hospedadora (Despommier, 1975). Durante la pausa
que se produce en su ciclo de desarrollo (dias 3° y
40 post-penetracion), el nicho intracelular muestra
una nueva disposicion, produciéndose cambios

estructurales de forma que la célula hospedadora

pierde las caracteristicas de fibra muscular vy

adquiere las caracteristicas de una nueva entidad, la | Fig. 4. Complejo parasito-célula nodriza. La
estructura mide 200um. (Grave, E.)

“célula nodriza” (Backwinkle y Themann, 1972;

Despommier, 1975).

@ El crecimiento de la larva dentro de su nicho, es sobre
ir._’ﬂ todo debido al crecimiento de su esticosoma (Despommier,
1973; Bruce, 1974). El gusano enrollado en el interior de su

ff \ célula nodriza, alcanza asi la situacion “de espera” antes de

f’ reiniciar una nueva fase entérica en otro hospedador.

| EiiE }

St

ok 3

L 7/ El tiempo necesario para la calcificacion de los quistes

varia considerablemente en funcién la especie

e .
S hospedadora; en general se admite que las larvas

- ) — ) permanecen viables durante largos periodos de tiempo en el
Fig. 5. Diferenciacion de la célula

nodriza (Despommier) interior de los quistes calcificados.

4. BENCIMIDAZOLES EN LA QUIMIOTERAPIA ANTIHELMINTICA.

4.1. CRONOLOGIA.

La base que despertd el interés sobre los sistemas de anillos bencimidazdlicos, como nucleo
para el desarrollo potencial de agentes quimioterapicos, se establecid en la década de los
cincuenta cuando se descubrié que el 5,6-dimetil-1-(D-ribofuranosil)-bencimidazol era parte
integrante de la molécula de vitamina By,. Como resultado del intenso estudio de este elemento
resultd beneficiada un area de salud, la encargada del tratamiento de enfermedades

parasitarias.
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Dado el gran indice de infecciones provocadas por parasitos tisulares, y su dificil
quimioterapia, se han realizado numerosos estudios utilizando modelos experimentales, tanto
in vivo como in vitro, encaminados al descubrimiento de nuevos farmacos y mejora de las

moléculas ya existentes, intentando en lo posible reducir costes.

Se han realizado numerosos ensayos para conocer la relacion estructura actividad del
nucleo bencimidazolico sobre la fase muscular de 7. spiralis. De uno de estos estudios entre
varios bencimidazol carbamatos sustituidos en posicion 2 y 5, Ozeretskovskaja y col., 1.971;
Kolosova y col., 1.976; Bekisk y col., 1.979, concluyeron que la mayor actividad la tenian los 2-
aril o 2-alquil carbamatos, y entre los primeros, los orto-sustituidos; siendo el sustituyente en
orto un halégeno o un heterodtomo en el anillo. Entre los alquil-bencimidazoles-2-carbamatos,
la mayor eficacia se encontrd con el metil carbamato, disminuyendo la misma a medida que la

cadena alquilica es mas larga.

En cuanto a la actividad comparada de los bencimidazoles sustituidos en 5, Spaldova y
Corba, 1.979, observan que la sustitucion del carbono (mebendazol, flubendazol) unido al
radical ciclico en 5 por un azufre (fenbendazol, oxfendazol), resulta en una disminucion o

O pérdida completa de actividad
o . sobre larvas musculares,
J’G‘ f‘“.a% mientras que si el azufre se

‘ I | introduce en una cadena alifatica

08.0e %o % ¢

o
O ar e (albendazol) se mantiene la
o .II:_

1
F ¢ a . {1 eficacia, la cual se pierde cuando

e )
se sustituye el azufre por un
Fig. 6. Albendazol

FY

[ | , . 7
" oxigeno  (oxibendazol); asi
concluyen que fenbendazol (excepto a dosis altas), oxibendazol y oxfendazol sdlo son activos
sobre la fase intestinal de 7. spiralis, mientras que parbendazol, mebendazol, cambendazol y

albendazol lo son sobre ambas fases, intestinal y tisular.

Gomez Barrio y col. 1986 realizaron importantes aportaciones sobre la adaptacion de
Trichinella al cribado farmacoldgico /7 vivo e in vitro, para lo cual valoraron la actividad
antihelmintica de albendazol, mebendazol, oxfendazol, oxibendazol y parbendazol sobre 7.
spiralis y T. pseudospiralis, encontrando que el albendazol era el farmaco mas activo in vitro;
mientras que /n vivo era el mebendazol el mas activo frente a la fase parenteral, seguido de
parbendazol, fenbendazol y finalmente albendazol.

Posteriormente Latif-La y Surin, 1.993, utilizaron este modelo experimental en la fase de
preadultos y adultos para el cribado comparado de 8 bencimidazol carbamatos: mebendazol,

flubendazol, oxibendazol, oxfendazol, albendazol, 7090163 proflubendazol, 708118 “cianido”
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bencimidazol y 78012 “selenio” bencimidazol, administrados oralmente a ratones. Compuestos
con el sustituyente en posicion 5 portador de un atomo de carbono, azufre, oxigeno, resultaron
mas potentes que aquellos cuyo sustituyente era selenio o un grupo CN, ademas su eficacia era
mayor en la fase enteral inmadura que en gusanos adultos. Estos mismos autores resaltaron la
importancia de este modelo en el desarrollo de nuevos derivados bencimidazodlicos, con una

posible actividad frente a parasitos tisulares como pueden ser las filarias.

Todos los autores que han estudiado el efecto triquinelicida de los bencimidazoles sobre la
fase intestinal, coinciden en sefialar que a medida que los vermes maduran en el intestino, su
susceptibilidad al tratamiento se ve ’
disminuida. Existen un ndmero de
factores, extensibles a otros /.§. ,Q.
helmintos, que pueden influir en la -§ Y b e

respuesta al tratamiento de la fase )
P, ' " g

r_\l
_x

entérica: mudas, variacion en la £} ..n'-_f | " ."

localizacion de los vermes con &)
oA | Fig. 7. Albendazol sulféxido |

respecto a la mucosa o diferencias

bioquimicas basicas en el metabolismo energético entre los estados larvario y adulto,
(Campbell, 1.967). Asi, los vermes inmaduros que utilizan vias fermentativas casi
exclusivamente deben ser particularmente vulnerables a la accion quimioterapéutica de aquellos
antihelminticos que inhiben el sistema de la fumarato reductasa y sus reacciones asociadas a la

fosforilacion oxidativa (McCraken, 1.978).

T. spiralis, ha sido utilizado como modelo experimental, para determinar el modo de accion
de bencimidazoles y derivados, bien a nivel citoesquelético (Jiménez-Gonzalez, 1.991), bien por
su accion a nivel microsomal, por inhibicion de algun sistema enzimatico (Rodriguez-Caabeiro,
1.985; Criado Fornelio, 1.987).

Por ultimo, destacar que la presencia de parasitos, puede modificar las condiciones del
hospedador al cual parasita, produciéndose en consecuencia, una modificacion en la
farmacocinética del medicamento, que puede tanto potenciar sus efectos secundarios, como
hacerlo ineficaz. Dada la importancia de la monitorizacion de los farmacos en un hospedador,
se han realizado estudios de comportamiento de bencimidazoles y derivados en el modelo 7.
spiralis/raton, para establecer la influencia que ejercen los distintos cambios estructurales que
sufren las células del hospedador, en la evolucion de los distintos bencimidazoles (Velebny,
1992 a, 1992 b); asi cambios producidos en el pH intestinal influyen en la absorcion y excrecion

de farmacos; los procesos inflamatorios afectan a la constante de eliminacion y aclaramiento;
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por Ultimo, cambios en la estructura del musculo estriado modifican la distribucion de estos

farmacos.

Estudios posteriores realizados sobre rata Wistar, utilizando un modelo de
isquemia/reperfusion, considerado como modelo inflamatorio, han mostrado una reduccién en
la absorcion y metabolismo del albendazol, concluyendo por tanto que los procesos
fisiopatoldgicos que implican respuesta inflamatoria afectan a la biotransformacion de algunos

farmacos modificando su comportamiento farmacocinético. (Molina, 2007)

Recientemente se han realizado estudios en musmén (Ovis musimon) infectados con
Dicrocoelium dendriticum y tratados con albendazol, donde se ha estudiado la alteracion en los
procesos de biotransformacion de enzimas hepaticos, observandose que en los animales
infectados se producia un incremento en la biotransformacion hepatica de albendazol. La
velocidad de formacién de albendazol sulféxido y sulfona se incrementd significativamente
(Skalova, 2007). Estos cambios obviamente pueden tener consecuencias farmacoldgicas,

toxicoldgicas o fisioldgicas.

4.2. SINTESIS DE BENCIMIDAZOLES.

El bencimidazol como su nombre indica, es un anillo biciclico en el cual el benceno se ha
unido a las posiciones 4 y 5 del heterociclo (imidazol). Los compuestos bencimidazolicos en
general, y bencimidazol carbamatos en particular, son materiales cristalinos, con un gran
nimero de cristales completamente fundidos y relativamente insolubles en agua. Aquellos
compuestos en los que no estan sustituidos los atomos de nitrdgeno del imidazol poseen

caracteristicas tanto acidas como basicas.

Las modificaciones del anillo bencimidazdlico han sido realizadas durante la blusqueda de
nuevos farmacos con actividad antihelmintica. Combinaciones y modificaciones realizadas sobre
las posiciones 2 y 5 de la molécula, han sido las que han dado la mayor parte de farmacos

activos.

El descubrimiento en 1.961 del 2-(4-tiazolil) bencimidazol (tiabendazol), el cual posee un
amplio espectro de accion frente a parasitos gastrointestinales, fue el punto de partida que

abrié una nueva era en el tratamiento de las helmintosis parasitarias.
En los estudios iniciales, un grupo de investigadores de Merck prepard tiabendazol por

condensacion de orto-fenilendiamina con tiazol-4-carboxamida en presencia de un agente

deshidratante, acido polifosforico.
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Mas tarde se descubrid que tanto tiabendazol como el 2-fenilbencimidazol sufrian una
hidroxilacion enzimatica en la posicion 5 para dar un compuesto inactivo y por lo tanto limitaba
su efectividad. Para superar este problema, los investigadores comenzaron a preparar la
segunda generacion de bencimidazoles con una serie de modificaciones estructurales que
permitieran prevenir esta inactivacion por metabolismo. Este estudio permitié encontrar gran
cantidad de bencimidazoles antihelminticos (cambendazol, parbendazol, mebendazol,
ciclobendazol, albendazol, oxibendazol, fenbendazol y oxfendazol), y muchos métodos de

preparacion.
4.2.1. Sintesis del albendazol.

cl NO, cl NO, NCS NO,
\©[ Ac20 \©[ _KSCN,
NH, NHAc NHAc

I-acetamida-4-Cl-2-nitrohenceno 1-acetamido-2-nitro-4-tiocianatobenceno
CH3CHCH2Br

4-Cl-2-nitroanilina

1-bromopropano NaOH

CH,CH,CH, NO

2 CHZCHZCHZS NH2
—
NH2 NH2

4- iltio-2-nitroanili
Proprto=c-nitroatima 4-propiltiodiaminobenceno

CH2CH2CH2

N
\>—NHC02Me
N
|

Albendazol H
S-propiltio-1-H- bencimidazol-2-il carbamato de metilo

Los pasos requeridos para la sintesis del albendazol muestran como el anillo bencénico
puede ser modificado antes de su inclusion en el sistema bencimidazol. La molécula de 4-cloro-
2-nitroanilina, es acetilada con anhidrido acético para dar 1-acetamido-4-cloro-2-nitrobenceno.
Tratado posteriormente con tiocianato potasico da lugar al intermedio 1-acetamido-2-nitro-4-
tiocianatobenceno. En el siguiente paso se producen de forma simultanea 2 reacciones, por un
lado la conversion del grupo tiocianato y por otro la eliminacion del acético dejando el grupo
amina libre, esto se lleva a cabo mediante el 1-bromopropano en presencia de una base
(NaOH). La reduccién del grupo nitro de la posiciéon 2 da lugar a la formacion de una diamina,

la cual se cicla dando lugar a la molécula de albendazol.
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4.3. MECANISMO DE ACCION DE BENCIMIDAZOLES.

En general el mecanismo de accion de los agentes antihelminticos, esta estrechamente
relacionado con aquellas funciones que resultan vitales para el parasito. Los requerimientos
fisiolégicos para la supervivencia de los nematodos adultos parasitos estd restringido a
mantener los niveles energéticos apropiados, via catabolismo de carbohidratos y a mantener un

lugar apropiado de alimentacion, via coordinacion muscular.

La generacidn de energia en helmintos envuelve un proceso de fermentacion anaerdbica,
en el cual la ingesta de glucosa es reducida a acidos organicos y a alcohol, siendo esta energia
utilizada por el parasito para su motilidad y reproduccion. Diferencias en las enzimas implicadas
en la respiracion y en sistemas de produccion energética entre parasito y hospedador, han sido

dianas potenciales en la quimioterapia antiparasitaria.

La mayoria de los antihelminticos disponibles ejercen un efecto antiparasitario por interferir

con:

e Metabolismo energético de parasito.
e Coordinacion neuromuscular.

e Funcion microtubular.

Un sitio especifico de interferencia en el metabolismo energético es la fosforilacion oxidativa
de ADP a ATP, para la cual es preciso la penetracion del medicamento en la mitocondria del

parasito.

La accion sobre la coordinacion neuromuscular es debida a la hiperpolarizacion de la célula
muscular, que serd consecuencia de una elevacion en la permeabilidad de membrana a los
iones cloruro. Este fendmeno es mas facilmente observable en estudios /7 vitro (Delatour y col,

1988) y se traduce en una paralisis espastica del helminto.

Los primeros estudios sobre el modo de accion de bencimidazoles apuntaban hacia el
metabolismo de carbohidratos. Recogidos en la bibliografia existen numerosos datos que avalan
esta teoria, estudiando comparativamente el efecto de varios bencimidazoles sobre cepas

bencimidazol-resistentes y susceptibles de H. contortus.
Lacey, 1988, en una revision bibliografica expone una accion de distintos bencimidazoles

sobre el metabolismo anaerobio, mediante la inhibicidn del enzima fumarato reductasa por

tiabendazol, impidiendo que el NADH en presencia del enzima fumarato reductasas se oxide,
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bloqueando asi, la oxidacion celular y el transporte de electrones a nivel de la célula (Prichard,
1973); para cambendazol, fenbendazol, oxfendazol y mebendazol se encontré una baja
sensibilidad en aislamientos bencimidazol-resistentes (Malkin y Camacho, 1972; Romanowski,
Rhoads, 1975; Rahman y Bryant, 1977).

Los bencimidazoles y sus derivados también han demostrado inhibir la recaptacion de
glucosa tanto /n vivo como /n vitro en numerosas especies de helmintos tales como A. suum, T.
spiralis, S, mansoni, M. expansa e H, diminuta, en algunos casos asociado a la deplecién de los
niveles de glucdgeno compensatorio de los parasitos, reserva energética indispensable; este
efecto, junto con la acumulacion de acetil-colinesterasa, ha sido también observado con
albendazol, parbendazol, oxibendazol y oxfendazol. Una inhibicién en la captacién de glucosa
fue vista también en F£. hepdtica, T. colubriformis, N. dubius, e H. contortus (Behm y Bryant,
1985).

Sin embargo Lacey concluye que los diversos efectos de los bencimidazoles, tanto a nivel
bioquimico como celular, se deben fundamentalmente a la interaccion de este farmaco con una

proteina del citoesqueleto eucariota, la tubulina.

Estudios recientes han demostrado que este mecanismo es el mas importante ya que, tanto
la inhibicion del enzima fumarato reductasa como el transporte de glucosa, que afectan al
metabolismo energético, van a originar una alteracion de los microtibulos citoplasmaticos, por

accion de los farmacos sobre la tubulina, produciendo entonces la autolisis de la célula.

La tubulina es la subunidad funcional de los microtibulos, que participan en funciones tan
importantes como el transporte de materiales dentro de la célula. Si los bencimidazoles inducen
la desaparicion de los microtibulos, se produce un bloqueo en el transporte de vesiculas
secretoras en las células del tegumento o intestino de los helmintos, lo que ocasiona alteracion

en las membranas, seguido de una disminucion en la absorcion y digestion de los nutrientes.

Si bien esta clara la importancia de los microtibulos en la division celular de eucariotas,
cabe destacar el efecto metabdlico que esta proteina citoesquelética tiene de forma directa o

indirecta en la homeostasis celular.

El microtibulo, como su nombre indica, es un organulo tubular hueco, con un didmetro
aproximado en su lumen de 15 nm, diametro externo de 25 nm vy longitud variable. Por
microscopia electrdnica se observa que el microtibulo comprende series de 13 protofilamentos.

Esto es caracteristico de microtibulos de mamiferos /n vivo, pero es dependiente de la especie.
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Asi, en nematodos el nimero de protofilamentos ha sido caracterizado para especies de vida

libre, siendo series de 11 las mas cominmente observadas.

La subunidad microtubular, tubulina, es una proteina dimérica, compuesta por una
subunidad o y otra B de aproximadamente 50 KDa cada una. Estructuralmente las subunidades
o y B son proteinas heterogéneas producto de familias multigenes y de modificaciones post-
transduccionales. Se ha realizado un analisis de la secuencia de tubulinas de una gran variedad

de especies y estas muestran un alto grado de homologia.

La unidn de los microtubulos ocurre via polimerizacion de la tubulina, un proceso dinamico

que requiere GTP, Hay tres fases diferenciadas:

e Nucleacion, la formacion del nicleo de un corto microttbulo.

e Elongacion, la adicion de dimeros de tubulina af u oligdmeros de la misma para
el crecimiento de la cadena microtubular.

e Estado estacionario, en el que se desarrolla un equilibrio dinamico donde no hay

un cambio neto en la longitud del microtibulo.

En el estado estacionario, es donde se piensa que hay una constante adicion de tubulina en

un extremo del microtubulo que se balancea con una pérdida de tubulina en el otro extremo.

Los microtUbulos y la tubulina se encuentran en equilibrio dinamico, los niveles de tubulina
dimérica y microtubulos poliméricos son controlados por proteinas reguladoras endégenas y
cofactores. De hecho, la formacion de tubulina oligomérica es esencial /n vitro para la union a
los microtUbulos. Este equilibrio puede verse alterado tanto /7 vivo como in vitro, por sustancias

exogenas conocidas como

iTemperature

inhibidores  microtubulares.  La ca® Yoo g
, ~_ A%
mayoria, aunque no todos los ’/ o8
inhibidores, ejercen su accion e e
L, . ITemperathE i T T
uniendose  a la  tubulina, TP :
Mg
.. MAPs '3
previniendo de este modo la S
asociacion entre ellas y el s 8
o >f *o
consiguiente crecimiento o] Inhibitor

formacion de microtibulos. Esto Fig. 8. Los microtubulos establecen un estado estacionario

con fusién-depleccién de dimeros de tubulina.

genera una especie de decapacion

por parte del microtubulo, ya que por un lado se impide la unidn de nuevas subunidades de
tubulina y por el otro el propio microtibulo en su zona terminal continua su disociacion, con la

consiguiente disminucion de su longitud. La regulacion de este equilibrio /n vitro se lleva a cabo
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a través de cofactores enddgenos tales como GTP, Mg?*, proteinas de asociacién microtubular
(MAPs), Ca®* y calmodulina. Aqui el aumento de temperatura favorece la polimerizacion,

mientras que la reduccion induce la despolimerizacion.

La tubulina contiene sitios de unién de alta afinidad para el Mg®* y el Ca**. Estos iones in
vitro tienen acciones opuestas, mientras que el Mg?* se requiere para la unién de tubulinas, el
Ca®*, bien libre o formando complejos con la calmodulina, inhiben la unién e inducen la

despolimerizacion.

Una implicacion de este fendmeno es que no es necesario inhibir la union de todos los
dimeros de tubulina para inhibir la polimerizacion, basta con inhibir simplemente una capa de

microtubulo.

Los inhibidores microtubulares son un grupo de compuestos de diversa estructura
producidos por hongos, plantas, organismos marinos, posiblemente por eucariotas superiores y
mas recientemente de forma sintética. Todos ellos muestran un amplio espectro de actividad y
toxicidad no selectiva frente a los eucariotas. De hecho, algunos inhibidores bien
caracterizados, como la vinblastina y vincristina han encontrado un uso especifico en la

quimioterapia del cancer, si bien la mayoria son demasiado tdxicos par su uso en terapéutica.

Para apreciar la importancia del mecanismo de inhibicion microtubular, es necesario
considerar la naturaleza del equilibrio tubulina-microtibulo, no sélo como un proceso

bioquimico aislado, sino formando parte de la célula eucariota y el organismo en general.

Un nimero importante de funciones de los microtibulos a nivel celular han sido descritas:

e Division celular.

e Mantenimiento de la forma celular.
e Motilidad celular.

e Secrecion celular.

e Absorcidn de nutrientes.

e Transporte intracelular.
La ruptura del equilibrio tubulina-microtibulo puede ser visto como una induccién a una

cascada de cambios biogquimicos y fisioldgicos que de una manera directa o indirecta dan como

resultado la pérdida de la homeostasis celular.
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Borgers y De Nollin fueron los primeros en hablar acerca de la desintegracion de la matriz
de microtdbulos en células intestinales de Ascaris suum tratadas con mebendazol. Estudios
posteriores confirmaron esta observacion en otras especies de helmintos sensibles a los
bencimidazoles. Al mismo tiempo investigadores de Janssen Pharmaceuticals indicaron ge el
nocodazol (un andlogo del mebendazol) era un potente inhibidor de la polimerizacién de
tubulinas en mamiferos. Mayor evidencia del mecanismo de accion de bencimidazoles tubulina-
dependientes se obtuvo en estudios de polimerizacion sobre tubulinas cerebrales de ganado

ovino y bovino.

Analizando todos estos estudios, se observd que existia una selectividad de los
bencimidazoles hacia la tubulina de helmintos, manteniendo bajos niveles de toxicidad para la
tubulina de mamiferos. La primera hipétesis que aparecid a este respecto fue avanzada por
Friedman y Platzer en 1980, donde indicaban que tanto fenbendazol como mebendazol eran

mas potentes como inhibidores de la tubulina de Ascaris suum que de la tubulina de mamiferos.

Kohler y Bachmann, 1981, concluyeron que la selectividad de los bencimidazoles estaba
relacionada con la diferente farmacocinética del farmaco entre el hospedador y el parasito. De
hecho se llega a comparar la afinidad y fuerza de unién de la tubulina de helmintos con los
bencimidazoles, con la del enlace tubulina de mamiferos-colchicina, que es un potente
inhibidor. Tanto es asi, que el complejo tubulina-bencimidazol, al igual que el complejo
colchicina-tubulina cerebral de mamifero es pseudoirreversible y aunque el enlace no es

covalente, una vez unido, el ligando no puede retirarse facilmente sin desnaturalizar la proteina.

Sin embargo, otros autores indican diferencias entre las formas isomorficas de las tubulinas
de mamiferos y nematodos parasitos (Tang y Prichard, 1988; 1989), lo que podria explicar la
diferente interaccion de los bencimidazoles con las tubulinas en parasitos y hospedador.
Estudios realizados con oxfendazol y tiabendazol mostraron una tan baja afinidad por la
tubulina de mamiferos, que resultaba insuficiente para bloquear la polimerizacion tubular. No
obstante, se han realizado estudios /n vitro en los que se ha observado que el albendazol es un
potente inhibidor de la proliferacion de células cancerigenas (Pourgholami y col., 2000; 2006)
(Morris, 2001).

La explicacion de esta selectividad puede estar relacionada con la estabilidad de los enlaces
carbdnicos. Estos son caracteristicos de los bencimidazol carbamatos sustituidos en la posicion
5, sin embargo, aquellos bencimidazoles no sustituidos o sin enlaces carbonicos estables

también presentan cierta afinidad por la tubulina de helmintos.
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Esta selectividad demostrada en cuanto al enlace de los bencimidazoles a la tubulina de
helmintos genera un argumento fundamental para entender a ésta como el lugar de accién de

estos farmacos.

4.3.1. Lugares especificos de union.

Agquellos compuestos que perturban la unién de los microtibulos e inhiben la mitosis, tienen
profundos efectos en el crecimiento celular. Los inhibidores mitéticos son selectivamente toxicos
para las células en proliferacion, ya que aquellas células que no sufren division, no requieren la
separacion mitdtica provocada por los centriolos y por lo tanto son resistentes. Muchos

inhibidores mitdticos han encontrado utilidad clinica como agentes antitumorales.

Hay diferentes mecanismos por los cuales los inhibidores mitéticos pueden romper el
microtdbulo. Algunos compuestos se unen a la tubulina e impiden su incorporacion a los
polimeros, siendo la diana el proceso dindmico de estado estacionario del ensamblaje
microtubular. Estos compuestos provocan la despolimerizacién microtubular y por lo tanto el

bloqueo mitdtico.

Los bencimidazoles acttan a nivel del sitio de unidon de la colchicina, ésta es una derivado
de la tropolona, y es un potente inhibidor de la mitosis celular. Su actividad antitumoral esta
limitada y por ello su principal uso es para el tratamiento de la gota. La colchicina es el clasico

ejemplo de inhibidor mitdtico que rompe la unidn

microtubular por enlaces de alta afinidad a lugares §NHCOM6
determinados o sitios de unién en el dimero off de la \ _o
tubulina. La colchicina no tiene actividad en

microtdbulos intactos, pero actla sobre el estado OMe
estacionario perturbando el equilibrio dinamico. Tras la  yeo MeO

unién de la colchicina a la tubulina (a un sitio de unién MeO
Fig. 9. Colchicina

diferente del sitio GTP), se piensa que existe un
cambio conformacional para formar un complejo estable tubulina-colchicina, capaz de unirse al
extremo en crecimiento del microtibulo y bloquear posteriores uniones. De esta forma se
previene el posible ataque de otros dimeros de tubulina a este extremo, y ademas se favorece

la despolimerizacion del microtdbulo.

Los elementos mas importantes de la estructura de la colchicina que contribuyen a la unién
a la tubulina son los anillos A y C. Una particular relacion espacial entre estos anillos es
necesaria. El anillo B no es necesario para el enlace, de hecho, derivados que sdlo contienen los

anillos A y C mantienen la actividad. Por otro lado, los metoxilos del C1 y del C10 son
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necesarios para la unidn, aunque la presencia de un grupo tiometil en el C10 puede ser

tolerada. Los metoxilos de los carbonos 2 y 3 no son necesarios.

Otro inhibidor que bloguea al microtibulo, es la podofilotoxina, esta sustancia es un
alcaloide obtenido de una planta, capaz de unirse a un sitio
especial superpuesto al lugar de unidn de la colchicina. Al igual
que esta, la podofilotoxina es una sustancia que previene la

unioén de los microtibulos en la célula. El hecho de que la

podofilotoxina y la colchicina se unan a dos lugares solapados

en la tubulina, estd soportado por dos hallazgos: Ila
podofilotoxina impide la unién de la colchicina a la tubulina, y
la tropolona (el anillo C de la colchicina) inhibe la union de la MeO MeO

colchicina, pero no de la podofilotoxina. Se piensa que la MeO

podofilotoxina se une a la tubulina a través del anillo
Fig. 10. Podofilotoxina

trimetoxifenil, que es una estructura andloga a la de la

colchicina.

Los bencimidazoles, se unen a la tubulina, por los mismos lugares que colchicina y
podofilotoxina. Los bencimidazoles inhiben competitivamente la unién de la colchicina a la
tubulina, siendo el mebendazol el inhibidor mas potente, y mostrando una afinidad por la

tubulina mayor que la podofilotoxina.

Estudios recientes relacionan 6 aminoacidos de la B tubulina como los implicados en la

sensibilidad a bencimidazoles.

El albendazol es efectivo frente a varios helmintos, protozoos y microsporidios, sin embargo
es relativamente ineficaz frente a infecciones producidas por Enterocytozoon bieneusi. Una
probable explicacion para la resistencia clinica observada al albendazol fue descubierta a partir
del analisis de secuencias de B tubulina de £. bieneusi aisladas de un ser humano y de un
macaco de la India infectados. La B tubulina de este microsporidio tiene una sustitucion en
Glu(198), el cual es uno de los 6 aminoacidos que determinan la sensibilidad a bencimidazoles
(Akiyoshi y col, 2007).

Por todo lo anterior, podemos concluir diciendo que en parasitos, la accién farmacoldgica

de los bencimidazoles, consiste basicamente en una accion frente al equilibrio tubulina-

microtdbulo, en el estado estacionario.
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El conocimiento de la interaccion farmaco-tubulina, de su eficacia y su modo de accion,
permiten definir nuevas directrices en el desarrollo de nuevos farmacos que de alguna forma,

exploten esta via de accion.

4.4. FARMACOCINETICA DE BENCIMIDAZOLES.

Los conceptos de farmacocinética y biodisponibilidad son importantes en la investigacion
biomédica de nuevos farmacos, asi como en el uso clinico éptimo de nuevas formulaciones de
los mismos. La farmacocinética estudia como el principio activo objeto de analisis se absorbe,
distribuye, metaboliza y excreta en un organismo vivo. Por otra parte, la biodisponibilidad es
un parametro farmacocinético que nos indica la cantidad de medicamento que ha alcanzado la

circulacion general.

Para obtener un rendimiento maximo en cuanto a eficacia se refiere, tras la administracion

de un farmaco, debemos controlar una serie de parametros referentes a la serie L.A.D.M.E.

4.4.1. Administracion, absorcion y distribucion.

Los agentes antihelminticos son corrientemente administrados en dosis Unicas por distintas
vias. La baja solubilidad en agua de algunos ha sido el gran inconveniente para la elaboracién
de formulaciones de administracién parenteral a animales domésticos, que no resultaran

irritantes.

Asimismo, se ha sustituido el uso de dosis Unicas simples por otras alternativas, como
puede ser la incorporacion del medicamento en la alimentacion o en el agua de bebida, para su
administracion en dosis inferiores, pero en terapia prolongada. Un inconveniente mayor que el

propio sistema de administracion, seria la diferencia de consumo individual entre animales.

Existen otros sistemas de administracion, en dosis Unicas, mediante la inyeccion intrarumial
(administracion a nivel entérico por via parenteral) (Borgsteede y Reid, 1982), disponibles
comercialmente para oxfendazol, fenbendazol y albendazol. Esta permitiria una administracion
rapida y facil, asi como, evitaria la posibilidad de un “by pass” via surco esofagico, tras la
administracion oral. Mas recientemente se han desarrollado otras formas de administracion,
mediante un dispositivo, el cual queda retenido en el rumen, o mas precisamente en el reticulo
adyacente. Estas liberan su contenido de una forma continua o pulsatil. El objetivo de estas
formas de administracion es reducir costes asociados al tratamiento de un gran nimero de
animales, asi gozan de una serie de ventajas como facilitar la administracion, reduciendo la

frecuencia de los tratamientos; prolongar la duracion de la accidén antihelmintica manteniendo
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unas concentraciones plasmaticas estables, evitando fluctuaciones y limitar los niveles
residuales. Sin embargo surgen una serie de inconvenientes asociados a la aparicién de formas
de resistencia; la induccién enzimatica acelera la degradacion de medicamentos, pudiendo
producir un dafio potencial (Dorchies, 1990). Los diferentes regimenes de dosificacion influyen
en la actividad antihelmintica de los farmacos, asi la infusion continua de albendazol a
rumiantes resulta mas eficaz que la administracion de dosis simples diarias (Kwan y col., 1988).
Experimentalmente, también se han desarrollado modelos de administracion intraperitoneal,
buscando la disminucion de la toxicidad sistémica del albendazol para aquellos procesos
patoldgicos (carcinomatosis peritoneal) donde se puede producir una exposicion prolongada a
altas concentraciones del farmaco. En los ensayos comparados de esta via frente a la oral se
observa una disminucion significativa en los niveles plasmaticos del principal metabolito del

albendazol (albendazol sulféxido) (Cai y col., 2007).

Si bien, muchos parasitos residen en el lumen gastrointestinal, otros se ubican en puntos
mas alejados del intestino como el higado o los pulmones; donde, para que el antihelmintico

realice su accion, es esencial la absorcion del mismo.

El epitelio gastrico, al igual que el epitelio intestinal, actla como una barrera lipdfila frente a
la absorcion del albendazol y mebendazol. Estudios /n vivo realizados en ratas administrando
albendazol mediante un método de perfusion intestinal con recirculacion y a nivel gastrico sin
recirculacion (Prieto, 1988), demostraron una mayor absorcion a nivel estomacal, alcanzando
concentraciones mayores en sangre que cuando esta absorcion se producia a nivel intestinal.
Prieto indica que la absorcion del albendazol es debida a un proceso de difusion simple; la baja
absorcion intestinal y gastrica del albendazol se debe a su limitada solubilidad en los fluidos

gastrointestinales (Marriner, 1986; Prieto, 1991).

La absorcion del albendazol a nivel estomacal es debida a que la solubilidad de éste es
mayor en medios acidos, luego podemos favorecer esta absorcion enlenteciendo el vaciamiento
gastrico, por una dieta rica en grasas (Ali, 1992). Coincidiendo con los resultados obtenidos por
Marriner y col., 1986; Lange y col., 1988, en estudios farmacocinéticos con albendazol en
humanos, observaron un aumento en la biodisponibilidad de éste cuando era administrado
junto con alimentos grasos, sugiriendo ademas que el proceso de absorcion requiere bilis y, en
consecuencia, una circulacion enterohepatica andmala puede afectar a los procesos de
absorcion y eliminacion, recomendando una monitorizacion de pacientes con equinococosis para

prevenir efectos secundarios del antihelmintico (Cotting y col., 1990).

Las interacciones producidas en la terapia con albendazol administrado junto con alimentos

grasos han sido descritas por numerosos autores, asi, Awadzi y col., en 1994, observan un
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aumento de cuatro veces en la biodisponibilidad del albendazol, cuando se administran grasas
junto con las comidas, a pacientes con oncocercosis. Homeida y col., en 1994, observaron un
efecto sinérgico en cuanto a eficacia antiparasitaria frente a parasitos intestinales, al
administrar praziquantel y albendazol en dosis de 40 mg/kg de peso y 400 mg/kg de peso,
respectivamente, describiendo una modificacion en el parametro AUC,.., (ABCy..) para ambos
farmacos segun el tipo de terapia, asi, en presencia de comida el AUC (ABC) de praziquantel se
incrementd en 2,6 veces, 8 veces en el caso del albendazol; el AUC (ABC) de albendazol
sulfoxido se incrementd en 4,5 veces tras la administracion conjunta de ambos farmacos y 12

veces en la terapia conjunta combinada con comida grasa.

También se ha demostrado que el herbario en rumiantes, tras el tratamiento con
albendazol, actia como un depdsito del farmaco, permitiendo mantener concentraciones
plasmaticas durante periodos de tiempo prolongados. La produccion de una forma amorfa de
oxfendazol por tratamiento con acidos (Chick y col., 1987) permitié que tras su administracion
oral, se produjese una rapida y completa absorcion comparada con la forma cristalina; ademas

se duplicd la actividad antihelmintica.

Existen otras sustancias que, aunque no afectan a la cinética de absorcion del albendazol
(simple difusion), si que producen una disminucion en el grado de absorcion; como en el caso
del etanol, administrado de forma aguda o crénica a ratas (Justel y col., 1994) a excepcion del

etanol al 5 %, en cuyo caso se observa una mejor solubilizacion del farmaco.

Los procesos fisiopatologicos que implican respuesta inflamatoria pueden afectar la
absorcion y la biotransformacion de algunos farmacos modificando su comportamiento

farmacocinético (Molina y col, 2007).

Durante la fase intestinal de 7. spiralis, se produce una disminucion del pH debido al
proceso inflamatorio, el cual favorece la solubilidad de los bencimidazoles y como consecuencia,
una mayor biodisponibilidad bioldgica y una mas lenta eliminacion, mientras que la absorcion no

se ve influenciada (Velebny y col., 1992).

La mayoria de los compuestos bencimidazdlicos muestran una unién a las proteinas
plasmaticas menor del 50 % (unién del albendazol a seroalbdmina y hemoglobina bovina < 10
%; (Galtier y col., 1991)). Tanto el albendazol como sus metabolitos son ampliamente
distribuidos, sulfdxidos y sulfonas penetran en las células sanguineas y tejidos, debido a su
diferente polaridad y liposolubilidad (Galtier, 1991; Lanusse y Prichard, 1993a); esta propiedad
podria contribuir a una actividad antihelmintica frente a parasitos localizados en tejidos como

pulmon, sistema hepatobiliar y pared gastrointestinal.
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4.4.2. Metabolismo y excrecion.

Los antihelminticos bencimidazolicos son ampliamente metabolizados en todas las especies
de mamiferos estudiados, siguiendo un patréon comun, aunque los porcentajes de sus
metabolitos varian sustancialmente (Delatour, 1986). Los bencimidazoles, tras su
administracion, se caracterizan por una corta semivida, con predominio de sus productos
metabolicos en plasma vy tejidos, asi como, en excreciones (Fetterer y Rew, 1984; Gottschall,
1990). Los metabolitos se encuentran en orina o heces aunque la presencia en este Ultimo, se

debe mas a su baja absorcion que a la excrecion biliar.

Los metabolitos primarios son producto de un proceso de oxidacion e hidrdlisis, resultando
moléculas mas polares y solubles en agua que los productos de partida. Posteriormente se
produce una fase de conjugacion, importante en la detoxificacion de los productos derivados de
bencimidazoles. Los metabolitos producto de la oxidacién e hidrdlisis son conjugados con acido
glucurdnico y/o sulfato, produciendo un incremento de polaridades (Hennessy, 1985, 1989), lo

gue facilita la excrecion urinaria o biliar.

Estas reacciones son catalizadas por enzimas microsomales o citosdlicas, siendo su
actividad influenciada por factores externos (edad, sexo, patologias, asociaciones terapéuticas,

etc.), con variaciones interindividuales o interespecificas.

Las monooxigenasas de funcidn mixta se encuentran ensambladas en el interior de la
bicapa lipidica del reticulo endoplasmatico o en las mitocondrias. Estas, catalizan diversas

reacciones de oxidacion de sustratos tanto exdgenos como enddgenos.

El citocromo P450 microsomal es un elemento catalitico terminal de un sistema oxidativo de
la cadena de transporte electrénico y requiere para su actuacion la presencia de una reductasa,

a la cual esta intimamente ligada.

Otras proteinas enzimaticas implicadas en las reacciones de fase I, son las flavin
monooxigenasas, las cuales catalizan las N- y S-oxidaciones, las xantin-oxidasas y alcohol
deshidrogenasas del citosol o las monoamino-oxidasas y glutation-peroxidasas contenidas en

las mitocondrias.

La presencia del atomo de azufre en bencimidazoles sustituidos en posicion 5, les
caracteriza para un proceso de sulfoxidacion hepatica, aunque el proceso de biotransformacion
por una oxidacion en el heteroatomo nucleofilico de azufre puede producirse en otros tejidos.

Fenbendazol, albendazol y triclabendazol administrados como tal o como profarmacos (febantel
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0 netobimin), son metabolizados a sus respectivos sulfoxidos por las flavin monooxigenasas
microsomales y a sulfonas por un proceso dependiente del citocromo P450 (Hennessy y col.,
1987; Souhaili-El amri y col., 1987, 1988; Delatour, 1990 b; Lubega, 1991). La reaccion inversa
de reduccién de sulféxidos en sulfuros, se ha descrito en el tracto gastrointestinal para

albendazol, triclabendazol y fenbendazol.

La hidrdlisis de la funcion carbamato constituye la ruta de metabolizacion principal de
flubendazol, fenbendazol y albendazol, permaneciendo su metabolito 2-amino sulfona y

derivados, en los tejidos.

En algunos casos las reacciones metabolicas también afectan al anillo bencimidazdlico,
como el caso de la N-metilacion de tiabendazol y albendazol (Galtier, 1991a). Los
bencimidazoles que portan una cetona en posicion 5, como mebendazol y flubendazol sufren

una fuerte reduccion a alcoholes por las cetona-reductasas.

Con respecto al albendazol, la presencia del atomo de azufre en la cadena lateral tiene una
gran importancia en su metabolismo, puesto que la sulfoxidacion de este atomo es la ruta

metabolica mas importante de este farmaco (Gyurik y col., 1981).

Estudios previos demostraron la existencia de un proceso oxidativo a nivel de los
microsomas hepaticos de ratones (Douch y Buchanan, 1979), atribuyendo este proceso a un
citocromo P450-dependiente de monooxigenasas, pero estudios posteriores demostraron, que
la sulfoxidacion del albendazol para convertirlo en su metabolito activo, albendazol sulféxido,
corria a cargo de un citocromo flavin monooxigenasa (FMO) (Ziegler, 1980; Hajjar y Hodgson,

1980) que a diferencia del P450, carece del grupo hemo.

En estudios /in vitro, realizados con microsomas hepaticos de ratas, se aprecié una rapida
oxidacion NADPH dependiente que originaba el sulfoxido (Fargetton y col., 1986). Los efectos
producidos por agentes inductores e inhibidores de la sulfoxidacién del albendazol han sido
utilizados como método cualitativo para el analisis del papel del citocromo P450 dependiente de
monooxigenasas Y flavin monooxigenasas en el metabolismo de éste. Asi la formacion del
sulfoxido se inhibe con clorpromacina, fenbendazol, metimazol, tiabenzamida y trianilcipromina
(sustratos alternativos del FMO) mientras que metirapona, SKF525A, monoxido de carbono e
imidazol (inhibidores clasicos del citocromo P450) no modifican la sulfoxidacion. Estos datos
sugieren que el proceso de sulfoxidacion no es catalizado por un sistema P450 dependiente de
monooxigenasas, sino que el sistema enzimatico implicado corresponde a las flavin

monooxigenasas.
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La coadministracion de ABZ e inhibidores de oxidasas microsomales, determina cambios
importantes en el perfil farmacocinético del ABZ, con un aumento significativo de los
parametros Cms Y ABCyasn; 10 que se traduce en una mejora equivalente de su actividad
farmacoldgica. Con el uso de la metirapona se alcanzan actividades antihelminticas mas altas
que con el metimazol, sin embargo con éste los incrementos relativos de eficacia resultan

claramente superiores (Lopez Garcia, 1997).

El empleo de metimazol produce una reduccion en la produccion de albendazol sulféxido,
principalmente a expensas de ABZSO (+), lo que contribuye a comprender mejor la

enantioselectividad del metabolismo del albendazol (Solana, 2000).

Por otro lado, el estado nutricional también afecta al metabolismo enantioselectivo, asi,
estados de desnutricion pueden afectar a la formacion de ABZSO (+) mediado por FMO (Virkel,
2000).

Otros estudios sobre el metabolismo del albendazol, llevados a cabo por Amri y col., 1987;
con microsomas de higado de cerdo y con formas purificadas de los citocromos P450 y FMO
indican que ambos sistemas contribuyen a la oxidacion inicial del albendazol. La actuacion del
P450 se ve confirmada al reducirse la formacion del sulféxido por adicion de un anticuerpo

contra la reductasa P450.

Estudios recientes balancean la aportacion de cada complejo enzimatico, indicando que
in vitro, el citocromo P450 contribuye en un 70% aproximadamente frente a un 30% del FMO,
en la oxidacion del albendazol a albendazol sulféxido, siendo el componente CYP (CYP3A4) el

principal grupo del complejo enzimatico P450 (Rawden, 2000).

El citocromo P450, en una reaccion bifasica, es el encargado de oxidar el sulféxido a
sulfona, en un segundo paso mas lento e irreversible (Souhaili-EI-Amri, 1988); sin embargo esta

segunda fase puede variar en los diferentes hospedadores.

Si bien el citocromo P450 (CYP) induce el proceso oxidativo del albendazol, a su vez, tanto
el albendazol como el albendazol sulféxido muestran potencia inhibitoria sobre la actividad del
enzima. Estudios realizados en microsomas hepaticos de ratas y musmon demuestran que el
farmaco puede actuar tanto como inductor como inhibidor del mismo enzima (Baliharova,
2005).
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Sucesivas oxidaciones del albendazol conducen a la formacion de metabolitos mas polares y
menos activos. En términos de unidn a las tubulinas del parasito, el modo de accion putativo de
los bencimidazoles, el albendazol de partida es mas potente que el sulféxido, mientras que la
sulfona es inactiva antihelminticamente (Lacey, 1990; Lubega y Prichard, 1991). Por tanto la
oxidacion del albendazol a albendazol sulfoxido y posteriormente a sulfona, se traduce en una

considerable disminucion de la actividad antihelmintica.

Tanto la sulfona como el sulféxido son los metabolitos predominantes en plasma, siendo
también los metabolitos mayoritarios en orina. Las proporciones de ambos varian segun la
especie en la que se realice el ensayo. Delatour y col.,, 1991; encontraron una menor
biodisponibilidad del albendazol sulféxido en cabras respecto a los valores encontrados en

ovejas, lo que coincide con los valores obtenidos para el oxfendazol por Bogan y col., 1987.

La rapida aparicion del albendazol sulféxido en plasma es atribuible a un efecto de primer
paso hepatico, hecho por el cual el albendazol sélo se encuentra en sangre en trazas (Lanusse,
1991; Delatour, 1990; Lanusse y Prichard, 1990). La eficiente sulfoxidacion /in vitro del
albendazol por los microsomas hepaticos del ganado ovino (Galtier, 1986) también puede ser

explicado por la rapida desaparicion del albendazol en plasma, tras la administracion
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intravenosa a ganado vacuno (Galtier, 1991). Sin embargo la sulfoxidacion puede tener lugar
también en el tracto gastrointestinal (Lanusse, 1992; Delatour, 1986), asi como en tejidos y

fluidos extrahepaticos (Galtier, 1991).

Por otra parte, puede existir un intercambio de ambos metabolitos: albendazol y sulféxido,
entre plasma y fluidos gastrointestinales por un proceso de difusion dependiente de pH
(Lanusse, 1992b), o porque el sulféxido sea segregado por la bilis, siendo reducido a albendazol
por las bacterias gastrointestinales. Esta reduccion puede ser de gran importancia para la
terapéutica de parasitos gastrointestinales, por convertir el sulféxido en el compuesto de
partida, mas activo farmacoldgicamente, de hecho; McKellar y Scott en 1990, encontraron
eficacias similares para albendazol, sulféxido y netobimin en el tratamiento de nematodos de

ovejas y ganado vacuno.

Es importante sefialar que la relacion sulféxido/sulfona es un buen indicador de la oxidacion
del producto de partida, asi como de la relativa abundancia de ambos metabolitos en plasma.
Esta relacion decrece al administrar albendazol durante periodos de tiempo prolongado a
ovejas, comparado con la administracion de dosis Unicas (Delatour, 1990), en ratas (Souhaili-
El-Amri, 1988) y a humanos con equinococosis (Steiger, 1990); este hecho es atribuible a un
proceso de autoinduccion del sistema microsomal hepatico, causado por la prolongada
presencia de albendazol o sulféxido, la cual conduce a un incremento en la sulfoxidacion,
produciendo un aumento de las concentraciones plasmaticas de sulfona y una disminucion de
sulfoxido. Esta induccion enzimatica se evidencid por la medida de la actividad enzimatica de
monooxigenasas y su concentracién por la técnica de E.L.I.S.A., antes y después del
tratamiento sostenido con albendazol (10,6 mg/kg/dia) a ratas (Souhaili-EI-Amri, 1988),
comprobandose un incremento en la actividad de monooxigenasas por el aumento en la
concentracion de la hemoproteina citocromo P450c. En lineas celulares de hepatoma en
humano, sulféxido y menos sulfona, inducen la actividad del citocromo P448 y UDP-
glucuroniltransferasa. La administracion de oxfendazol a conejos durante 10 dias consecutivos a
las dosis comprendidas entre 4,5 y 22,5 mg/kg/dia, indujo un incremento de la concentracion
total del citocromo P450 hepatico y mas especificamente, de la familia P450IA y sus
correspondiente monooxigenasas (Gleizes, 1991). El tratamiento del cultivo de hepatocitos de
conejos con oxfendazol (10mM) induce los isoenzimas P450IA1, IA2 y IIIAG como lo demuestra
el incremento de los niveles de ARNm que codifica para estos tres isoenzimas del P450 (Gleizes,
1991). En ratones la administracién de una terapia sostenida con albendazol en presencia de
inhibidores, disminuye las concentraciones plasmaticas de albendazol sulféxido en relacion a las
terapias Unicas, lo que puede indicar el efecto inductor de oxidacion del albendazol sulféxido

por las altas concentraciones de albendazol alcanzadas (Lopez Garcia, 1998). Un efecto inductor
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del metabolismo hepatico por parte de bencimidazoles y sus sulfoxidos puede tener un impacto

negativo en la eficacia clinica de estos compuestos.

La oxidacion del albendazol para dar lugar a la sulfona es sin duda la ruta metabdlica mas
importante, pero una vez que ha tenido lugar, existen otras rutas tan importantes como ésta. El
metabolito 2-amino sulfona, consecuencia de la oxidacion del azufre y la hidrdlisis del grupo
carbamato, se ha encontrado en todos los mamiferos en alto porcentaje, excepto en raton.
Existen otros metabolitos “sulfona” resultantes de la hidroxilacion de la cadena lateral
(Gottschall, 1990).

La presencia de parasitos puede modificar la capacidad de metabolizar farmacos y otros
xenobidticos alterando las enzimas biotransformadoras, estos cambios pueden tener

consecuencias farmacoldgicas, toxicoldgicas o fisioldgicas (Skalova, 2007).

El porcentaje de excrecion urinaria con respecto al total, también varia en las diferentes
especies animales, alcanzando valores tan dispares como el 59,1 %, observado en vacas y el
19,5 % en ratones (Gyurik, 1981). El metabolito mayoritario en orina de vacas, ratones, ovejas
y ratas es el albendazol, con porcentajes que varian entre el 22,9 % y el 26,6 %, mientras que
la sulfona constituye tan sdlo el 6 % de los metabolitos excretados. La excrecion fecal del
albendazol puede ser debida al porcentaje de farmaco no absorbido o a la existencia del ciclo

enterohepatico.

4.4.3. Quiralidad molecular del albendazol sulfoxido.

Es interesante hacer referencia a los estudios que se han llevado a cabo a fin de comprobar
la importancia de la quiralidad de los metabolitos sulfoxido del albendazol, ya que todos los
pasos en farmacocinética se han descrito enantidmero dependiente (absorcion, unidén a
receptores, biotransformacion y aclaramiento), ademas la estereoquimica en terapéutica

advierte que los enantidmeros exhiben efectos cuantitativa y cualitativamente diferentes.

La molécula de albendazol sulféxido presenta un centro de asimetria (R-:SO:-R"), lo que
origina, que en distintas especies de animales tratados con albendazol, se hayan identificado
dos enantiomeros (Delatour, 1990 a; 1991). En plasma de ovejas el cociente albendazol
sulfoxido (+)/albendazol sulféxido (-) extrapolado a tiempo cero fue de 75/25, sin embargo en
ratas, perros y hombre aparecid la mezcla racémica (Delatour, 1991 b), si bien, pasado el
tiempo el enantiémero (+)R predominaba en perros y hombre, mientras que el (-)R lo hacia en

ratas.
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La administracion de netobimin, precursor de albendazol, a ovejas mostré una relacion
ABZSO (+)/ABZSO (-) de 6 a 1, concluyendo que el netobimin es completamente transformado
a albendazol por la flora gastrointestinal y el albendazol absorbido se metaboliza en sus
metabolitos sulféxido y sulfona. El comportamiento especifico de los enantidmeros
probablemente refleja la diferente enantioselectividad de los sistemas enzimaticos hepaticos

responsables de la sulfoxidacion y sulfonacion del albendazol (Gokbulut, 2006)

Esta diferencia en la relativa concentracion de cada enantidmero ha sido relacionada con la
contribuciéon que la flavin monooxigenasa y el citocromo P-450 tienen en el proceso de
sulfoxidacion del albendazol (Delatour, 1991). Estos autores han sugerido que el enantidomero (-
), en mayor medida que el (+), podria ser el sustrato del citocromo P-450, para la formacion de
la sulfona, hecho que estaria relacionado con un incremento lineal en la concentracion del
enantidomero (+) en tiempos mas tardios, mientras que el sistema flavin monooxigenasa seria el
responsable de la aparicion de enantidmero (+). Este hecho fue descrito con anterioridad por
Waxman, 1982; Light, 1982, mediante estudios /n vitro al incubar el sustrato 4-tolil etil sulfoxido
(estructura relacionada quimicamente con el albendazol), con citocromo P-450 de ratas,
obteniendo selectivamente el enantidomero (+), mientras que el segundo aisl6 el enantiomero
(-), tras la incubacién con flavin monooxigenasa. Probablemente, al menos en ratas, y
posiblemente en perros y humanos (Delatour, 1991b), ambos sistemas enzimaticos actten
simultineamente de modo que la concentracion de albendazol sulféxido extrapolado a tiempo

cero sea la racémica.

La inhibicion de los sistemas enzimaticos proporciona un mayor detalle de las implicaciones
enantioselectivas, asi se observa que la flavin monooxigenasa, mediadora en la sulfoxidacion
hepatica del albendazol, es 100% enantioselectiva hacia el ABZSO (+), mientras que se
encontrd que el CYP450 estaba mayoritariamente implicado en la produccion de ABZSO (-) en
el higado (Virkel, 2006).

Los cambios producidos en las concentraciones plasmaticas totales de (+)/(-) con el
tiempo, podrian ser consecuencia de una enantioselectividad por el sustrato del citocromo P-
450, dependiente de la reaccion de sulfoxidacion (Souhaili El Amri, 1988; Auret, 1968). De
acuerdo con esta interpretacion, la selectiva consumicion de uno de los enantidmeros de

albendazol sulféxido es responsable del incremento proporcional de su antipodo.
La enantioselectividad en la excrecion renal del ABZSO puede considerarse un mecanismo

complementario al metabolismo responsable de la acumulacién plasmatica de ABZSO (+)
(Lanchote, 2006).
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Todavia se desconoce cual de estos dos enantiomeros es el principal responsable de la
actividad farmacoldgica, aunque algunos autores apuntan hacia el albendazol sulfoxido (+)
(Bogan, 1980; Delatour, 1991) por ser el enantidmero que mayormente se encuentra en el

plasma, mientras que el enantiémero (-), lo haria en menor grado.

Esta teoria se ve respaldada por los estudios ex vivo realizados en modelo murino de 7.
spiralis, en el que las larvas se sometieron a incubacion con los diferentes enantiomeros (+), (-)
y racémico, evaluando su posterior capacidad infectiva. A bajas concentraciones Unicamente el

ABZSO (+) consiguié una reduccidn significativa en la viabilidad larvaria (Bolas, 2004).

5. UTILIDAD DE LAS CICLODEXTRINAS EN LA SOLUBILIZACION DEL
ALBENDAZOL.

El interés por la investigacion de complejos y su aplicacion en terapéutica a lo largo del
siglo pasado ha ido en aumento. Comenzando por los primeros complejos inorganicos, que
tanta utilidad han tenido y todavia tienen, tales como los complejos de dextrano-hierro en
veterinaria o aplicacion humana como el BAL, un derivado del mercaptano que durante la
primera guerra mundial se empled con frecuencia para el tratamiento de intoxicaciones por

gases venenosos derivados del arsénico.

Actualmente la investigacion de los complejos se centra en compuestos organicos, ya que
éstos constituyen el principal grueso del arsenal terapéutico. Algunos de estos complejos son
producidos de manera natural, tal el es caso de micobacterias que contienen una pequeia
cantidad de oligosacaridos derivados de maltosa metilada que pueden formar complejos y
solubilizar acidos grasos derivados del coenzima A, compuestos intermedios en la sintesis de

acidos grasos.

De las distintas sustancias que se pueden emplear para la formacion de complejos,
probablemente las ciclodextrinas son las mas utilizadas en terapéutica, encontrandose

disponibles en distintos tipos, en grandes cantidades y a precios razonables.

Las ciclodextrinas son sustancias que practicamente carecen de toxicidad (son hidratos de
carbono). Muchas caracteristicas de principios activos se pueden modificar mediante la inclusion
de los mismos en complejos con ciclodextrinas. De esta manera se puede mejorar la
estabilidad, las caracteristicas organolépticas y biodisponibilidad, o bien facilitar su manipulacion
(Duchene y col., 1989). También mediante la formacion de complejos se pueden aumentar las

caracteristicas de solubilidad de principios activos poco solubles. En realidad este tipo de
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complejos resulta, en cierto modo, una imitacion del complejo que se forma entre muchos
farmacos y algunas proteinas plasmaticas o bien con proteinas tisulares del organismo y que

sirven para solubilizar moléculas poco solubles.

5.1. PROPIEDADES Y CARACTERISTICAS DE LAS B-CICLODEXTRINAS.

Las ciclodextrinas se conocen desde hace aproximadamente un siglo, en 1.981 fueron
aisladas por Villiers por la degradacién de productos del almidén. La descripcion de su
preparacion, aislamiento y sus principales caracteristicas fueron detalladas por Schérdinger
entre 1.903 y 1.911 (Duchene y col., 1989).

La capacidad de formacion de complejos de inclusion con ciclodextrinas y sus derivados se
conocen desde hace bastante tiempo, pero su empleo era sumamente restringido por tres
factores esenciales:

e Las ciclodextrinas eran escasas y de muy elevado precio.

e Su contaminacion era frecuente en el proceso de obtencion, lo que daba lugar a
problemas de toxicidad.

e Escaso conocimiento quimico y enzimatico, que no era suficiente para su aplicacion

industrial a gran escala.
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solventados y se emplean en diversas industrias
’ 7y . / o
tales como alimentacion, cosmeética, etc. o Q OH
OH (0]
OoH OH
. . s creon OH CH,OH
Las ciclodextrinas son un grupo idnico de oH OH i)
oligosacaridos ciclicos en el que las unidades de 9 OH
glucosa se unen por enlace glucosidico o 1,4; vy 0 OH y OH P
(0]
. . CH,OH
2
gue presentan una cavidad hidrofoba. Por ello, OH-— OH CH,OH
. . . OH
poseen la propiedad de formar un tipo especial 0 5
o
de complejo conocido como complejo de
lo) CHZOH

inclusion molecular. Tales complejos
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proporcionan un método de englobamiento de

otro compuesto quimico conocido cono “invitado” dentro del agente complejante, que es

conocido como “hospedador”, sin formacion de enlaces covalentes entre ambos.

En esta disposicion, la glucosa forma unidades cerradas con una conformacion de tipo silla,

y la estabilizacion del anillo adicional es favorecida por la formacion de puentes de hidrogeno
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entre los grupos hidroxilos secundarios de las glucosas sucesivas alrededor del anillo de las
ciclodextrinas. La unién de los hidrégenos intramoleculares es confirmada por analisis de rayos
X. El analisis por RMN indica, a su vez, que esta estructura rigida y anular es también
mantenida en la solucion (Amaizo, 1988). De este modo, las ciclodextrinas presentan una

cavidad, cuyas dimensiones son constantes y especificas para cada tipo de ciclodextrina.

Las ciclodextrinas son solubles en el agua, esta caracteristica deriva de la localizacion de
todos los grupos hidroxilos libres de cada unidad de glucosa sucesiva sobre el borde de estas
moléculas con forma de “toroide” (forma muy parecida a una rosquilla). Las ciclodextrinas
tienen los grupos hidroxilos primarios situados sobre el carbono en posicion 6, sobre el lugar

mas estrecho, y los hidroxilos secundarios situados en posicion 2 y 3, en el lugar mas ancho.

Estos dos grupos de hidroxilos les confieren polaridad y buenas caracteristicas de
solubilidad.

Las caracteristicas derivadas de esta estructura molecular son las siguientes:

e La estructura anular no tiene las caracteristicas reductoras de otros azlcares.

e No se descompone en medio alcalino caliente.

e Son resistentes a la hidrolisis por la mayoria de los acidos organicos y a las diversas o-
amilasas, y son completamente resistentes a las B-amilasas y a los fermentos de
levaduras.

e Poseen una gran estabilidad térmica, con una temperatura de descomposicion de

aproximadamente 300°C.

Los tres tipos de ciclodextrinas que existen y de los que derivaran posteriormente los

demas, son:

e o-Ciclodextrina, que contiene 6 unidades de glucosa.
e p-ciclodextrina, que contiene 7 unidades de glucosa.

e y-ciclodextrina, que contiene 8 unidades de glucosa.

Las aplicaciones de las ciclodextrinas son muy variadas. Concretamente en la industria
farmacéutica se emplean para modificar las caracteristicas de solubilidad (bien para retrasarla o
para aumentarla), mejorar las caracteristicas organolépticas, aumentar la estabilidad y para

facilitar la manipulacion de diversos principios activos.
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En cuanto a otras propiedades industriales y analiticas de las ciclodextrinas son muy
variadas y se utilizan con muchos fines. A continuacion describimos, como ejemplos, su empleo

en técnicas de cromatografia y separacion de moléculas:

- Las ciclodextrinas insolubilizadas con polimeros, se pueden utilizar en cromatografia. Estas
moléculas tienen propiedades quirales y ademas se pueden formar los complejos embebidos en
una capa de gel dando lugar a una matriz-soporte apta para separaciones cromatograficas. La
separacion cromatografica de los compuestos en todos los geles esta basada en la inclusion
selectiva, un fendmeno Util en la separacion de diferentes compuestos o enantiémeros o en la
adsorcion especifica, ésta bastante empleada en separacion enzimatica. En las ciclodextrinas
poliméricas que contienen geles, las cavidades de las mismas muestran los efectos especificos
de éstas, mientras que las uniones cruzadas muestran efectos parecidos a los del Sephadex
(Szeijtli, 1979).

De este modo, hay compuestos que pueden ser separados con ciclodextrinas en base de
gel, permitiendo la separacién de aminoacidos e incluso la separacion de algunos racémicos; asi

en el caso del acido mandélico se logra separar selectivamente el R(-) (Zsadon, 1983).

- Las pB-ciclodextrinas también pueden ser utilizadas como sistema fosforimétrico a
temperatura ambiente, para esta aplicacion es necesario que las ciclodextrinas actien como un
medio de soporte organizado donde quede apresada la molécula fosforescente (procedimiento
que se conoce como de inmovilizacion de moléculas). Para ello, se emplean en este sistema
tres tipos de ciclodextrinas o, B y x. Al tener las ciclodextrinas forma de toroide, se pueden
obtener tres volimenes diferentes internos de naturaleza hidrofébica. Es una técnica de gran
selectividad, ya que la interaccion entre las moléculas de ciclodextrinas y la molécula
fosforescente depende de las dimensiones de la molécula fosforescente. Los complejos
formados son hidrosolubles y quimica y estructuralmente estables, contrastando su estabilidad
con la del método de agregados micelares, en el que se trata de un equilibrio dindmico. Las
ciclodextrinas forman, pues, complejos de inclusién con una gran variedad de moléculas en
condiciones entalpicamente favorables, pudiendo ademas obtenerse y aislarse éstas en forma

de estado solido.

Asimismo, el efecto del volumen de las cavidades es sorprendente, por ejemplo el
fenantreno muestra intensa fosforescencia a T@ ambiente con la B-ciclodextrina, pero no con la
a-ciclodextrina. También permite separar una mezcla de moléculas fosforescentes de otras que
no lo son. No obstante, el principal problema con el que nos enfrentamos es la amortiguacion

de la fosforescencia por el efecto del oxigeno.
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5.2.  FORMACION DE COMPLEJOS DE INCLUSION CON CICLODEXTRINAS.

La caracteristica mas intrigante derivada de la estructura de las ciclodextrinas es su
capacidad para formar complejos de inclusion, en tres dimensiones, con una extensa variedad
de moléculas que por tener un tamano adecuado, van a poderse incluir total o parcialmente

dentro de la cavidad hidrofoba central de la ciclodextrina.

La Unica region de union de la cavidad central de la ciclodextrina consta de tres bandas,
cada una sobre la anterior: dos bandas de grupo C-H, y entre ellas, una banda de oxigenos
glucosidicos, constituyendo de este modo, una formacion cooperativa de sitios de union y

creando un microambiente relativamente poco polar (Amaizo, 1988).

APOLAR CAVITY SECONDARY
HYDROXYLS

PRIMARY
HYDROXYLS

)E

La union de las moléculas que se incorporan dentro de las ciclodextrinas (moléculas

Fig. 12. Estructura espacial
de las ciclodextrinas.

hospedadoras) no es fija o permanente, y va a ser gobernada por un equilibrio dinamico,
permitiendo asi una facil asociacion o disociacion. Las fuerzas de union dependen de como se
ajusten geométricamente las moléculas “huésped” e “invitada” y de las interacciones especificas

locales entre sus superficies atomicas.

La fuerza conductora de los complejos de inclusion es un proceso compuesto por variedad

de fuerzas débiles interaccionando simultaneamente, incluyendo:

e Interacciones hidrofébicas.

e Fuerzas de Van der Waals.

e Fuerzas de dispersion de London.

e Liberacidn de alta energia sobre el agua por la inclusion de la molécula a incluir.

e Liberacion de la tension conformacional en un aducto de ciclodextrina en agua.
Los complejos pueden estar formados en solucion o en estado cristalino, y mientras que el

agua es el tipico solvente de eleccién, los complejos de inclusién pueden estar acompafiados de

sistemas de cosolvencia y con algunos solventes no acuosos.
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En solucion acuosa, la cavidad apolar de las ciclodextrinas esta ocupada por las moléculas
de agua, que esta en un estado energético desfavorable, por la repulsion polar-apolar, siendo
facilmente reemplazable por una molécula invitada adecuada, que sea menos polar que el

agua.

La ciclodextrina es la molécula “hospedadora” y la forma conductora de la formacion de
complejo es la sustitucion de las moléculas de agua de alta entalpia por una adecuada molécula
a incluir. Los complejos de ciclodextrinas son altamente estables y su solubilidad en agua suele
ser reducida, con lo que seran rapidamente separadas de la solucion en forma cristalina. De
este modo, la esencia de la encapsulacion o formacién de los complejos de inclusion es que una

0 mas moléculas “invitadas” estan contenidas en una molécula “hospedadora”.

La estructura de la ciclodextrina cristalina no es exactamente idéntica a la de la estructura
del complejo en solucion. En un estado de disolucion, la molécula a incluir o parte de ella se
localiza dentro de la cavidad de la ciclodextrina y el resto del complejo es rodeado por una
multicapa de moléculas de agua. En el estado cristalino, las moléculas “invitadas” pueden estar
localizadas o no dentro de la cavidad de la ciclodextrina pero también entre los anillos de las
ciclodextrinas y asi se forma un complejo de inclusion del cristal en forma de enrejado. Al
mismo tiempo, algunas moléculas de ciclodextrina pueden presentar algin contenido en agua.
De esta manera, los complejos cristalinos de las ciclodextrinas con principios activos es raro que
presenten una estequiometria estricta (Szejtli, 1982). Ademas, al no existir enlaces covalentes
entre las moléculas “invitadas” y “huésped”, los complejos de inclusién bajo condiciones

fisioldgicas son facilmente disociables.

También la complejacion esta involucrada en toda aplicacion industrial de las ciclodextrinas;
en muchos casos los complejos son preparados por cristalizacion en forma mas o menos pura y
empleados como tal. De cualquier forma, hay casos en los que la complejacién es sélo un
estado de transicion y se manifiesta por si misma o sélo por sus efectos, por ejemplo en la

catalisis o separacion de mezclas quimicas con ciclodextrinas.

La complejacién puede ser estudiada por varios métodos; asi en solucidon por RMN,
dicroismo circular, solubilidad, cambios espectrales en U.V. o en visible, efectos cataliticos,
polarografia, porcentaje de difusion, etc.; en complejos sodlidos, por métodos de rayos X,

difusion, métodos termoanaliticos, sublimacion, etc., (Szejtli, 1982)

De esta manera general, en la preparacion de complejos de inclusion el método mas

empleado es la agitacion de la solucidn acuosa de ciclodextrinas junto con la molécula

50



Revisidn bibliografica

“invitada” o la disolucidn de ésta. Después del equilibrio, el agua se elimina, bien por
congelacion desecado o secado por nebulizacién, o por otro método conveniente. Luego, el

producto microcristalino se separa por filtracion o bien por tamizacion.

La duracién de la complejacion en un medio acuoso esta caracterizada por la constante de
disociacion o de estabilidad del complejo, sélo complejos con una constante comprendida entre
200 y 5000 M parecen ser adecuados para aplicaciones practicas (Szejtli, 1988). Los
complejos demasiado labiles producen una liberacion prematura del principio activo, y los
complejos demasiado estables provocan una cesion retardada del mismo. Para ciertos
compuestos, existe correlacion entre las fuerzas de union y algunas propiedades de las
moléculas “invitadas” tales como: polarizabilidad, volumen molar, refraccidon molar y coeficiente

de particion entre un medio apolar y un medio acuoso; pero no se cumple de manera global.

5.3.  VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LA COMPLEJACION.

El empleo de las ciclodextrinas y sus derivados para mejorar la estabilidad, biodisponibilidad

y palatabilidad de los principios activos, ha sido enormemente investigado.

Las ventajas mas importantes de los complejos de ciclodextrinas son:

e Los compuestos liquidos pueden transformarse en productos sdlidos facilitando asi su
manipulacion, siendo una forma muy adecuada para la fabricacion de comprimidos.

e Los compuestos volatiles se pueden estabilizar evitandose pérdidas por evaporacion,
mejorando asi su rendimiento.

e Los complejos de inclusion en ciclodextrinas de compuestos muy oxidables, favorecen
la estabilidad ya que protegen a las moléculas del contacto con el aire.

e El mal sabor de algunos principios activos puede ser enmascarado por la formacion de
complejos.

e Tanto la solubilidad en magnitud como en velocidad de principios activos poco solubles,
puede ser aumentada.

e En sangre se pueden alcanzar niveles mas altos tras la administracion oral de principios
activos poco solubles en agua, si son complejados con ciclodextrinas (mejora la
biodisponibilidad).

Las limitaciones, que presentan la formacion de complejos, se pueden resumir en:

e La principal limitacion es si el principio activo puede formar algin complejo con una

fuerza de disociacion distinta a la que se desea con las ciclodextrinas. Los mas
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importantes parametros para determinar la formacion de complejos de inclusion de una
molécula son su hidrofobicidad y su geometria con relacién a la cavidad de estas
ciclodextrinas.

e Otra limitacion se refiere a la estequiometria de los complejos; normalmente los
complejos principio activo:ciclodextrina poseen una relacion 1:1; 1:2; 6 3:2., lo que
suele implicar el uso de grandes cantidades de ciclodextrina con respecto al principio

activo a incluir en el complejo.

5.4. APLICACIONES DE LAS CICLODEXTRINAS.

En los dltimos 35 afos, el nimero de patentes descritas como complejos de principios
activos en ciclodextrinas ha crecido considerablemente. A modo de ejemplo, con sus ventajas

respecto a las formulaciones convencionales, recogemos las siguientes:

Prostaglandinas: Mejoran la estabilidad de las prostaglandinas (Szejtli, 1980) y pueden ser
administradas tanto por via oral como intravenosa (Castillo, 1994). Por otro lado, la
prostaglandina |,-B-ciclodextrina posee un ligero efecto anticoagulante que la prostaglandina I,

por si sola no posee (Castillo, 1994).

Vitaminas liposolubles: Mejoran su estabilidad en presencia de luz y oxigeno, facilitando su
formulacion con sales minerales (Szejtli, 1980). La complejacion parece ser adecuada para

procesos farmacéuticos con componentes multivitaminicos.

Barbitlricos: Hay estudios que indican que se mejora la solubilidad de los barbitiricos y sus
niveles en sangre se pueden aumentar (Castillo, 1994). También se ha observado una
reduccién de la DEsy de los barbitdricos con el principio activo complejado en relacién con los

no complejados (Castillo, 1994).

Antineoplasicos: La toxicidad de este grupo de farmacos puede ser disminuida por la
complejacién con B ciclodextrina (Castillo, 1994), como se ha comprobado con el 5 fluoruracilo.
Otros productos como el benzaldehido y el 3 tiofeno carboxialdehido al formar complejos con B
ciclodextrina muestran propiedades anticancerigenas que por si solos no mostraban (Mitsubishi,
1980).

Esteroides: La baja solubilidad en agua de hormonas como la testosterona, se puede
aumentar considerablemente por complejacion con ciclodextrinas metiladas (Stadier y col,
1982).
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Analgésicos antiinflamatorios no esteroideos: Algunos principios activos, tales como la
indometacina, provocan como efecto indeseable el peligro de ulceracion y erosion de la mucosa
gastrica; este principio activo no logra formar complejo cristalino con las ciclodextrinas, pero en
solucion se ha establecido la existencia de un complejo de estequiometria 1:2. Estudios con

este complejo resultaron que reducia la ulceracién estomacal en un 50% (Szejtli y col., 1978).

Anestésicos locales: La formacion del complejo de lidocaina con dimetil-B-ciclodextrina,
mostrdé por via inyectable, en ratas, un efecto anestésico que era aproximadamente el doble
que el procedente de una dosis equivalente de lidocaina al estado de clorhidrato (Ferenczy y
col., 1982).

Usos varios: El antibidtico cloranfenicol forma complejos con B-ciclodextrinas y este
complejo ha demostrado poseer una mayor solubilidad que el compuesto original (Castillo,
1994).

El acido trans-10-hidroxi-a-decenoico, principal componente de la jalea real, muestra una
gran estabilidad al ser complejado con ciclodextrinas (Castillo, 1994).

En casos de envenenamiento, por ejemplo, con barbituricos, las ciclodextrinas se emplean
en didlisis peritoneal (Perrin y col, 1978); pues parece ser que las ciclodextrinas disueltas en
solucion fisioldgica van a lavar la cavidad peritoneal.

Otro aspecto fundamental de la aplicacion de las ciclodextrinas es en el campo de la
cosmética, con el fin de estabilizar ingredientes activos, sustancias volatiles; y evitando
oxidaciones, reacciones fotoinducidas, descomposiciones térmicas, olores y sabores

desagradables e irritacion en la piel (Castillo, 1994).

Uno de los hallazgos mas inesperados ha sido la actividad anticoccididsica que ha
demostrado frente a Cryptosporidium parvum. Se prepard un ensayo de viabilidad de ooquistes
expuestos a g ciclodextrina, dando como resultado una alta proporcién de ooquistes no viables
(81,5%) (Castro-Hermida y col., 2000).
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6. MATERIALES.

6.1.  ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Los animales de experimentacion utilizados han sido ratones de la estirpe SWISS CD-1
(Charles River, Espafia), machos y hembras, de caracteristicas uniformes en cuanto a peso y

edad para constituir los distintos lotes experimentales.

Los animales se disponian en jaulas de tamano adecuado, y se mantenian en el animalario
a temperatura constante de 20-25°C y ciclo de luz controlado, suministrandoles agua y comida

ad libitum durante todo el periodo de experimentacion.

6.2. PARASITO.

Se utilizd la cepa GM-1 de Trichinella spiralis. Fue aislada de un gato montés (Felis
sylvestris), capturado en Asturias en 1963 y mantenido desde entonces en el laboratorio
mediante pases perioddicos por rata y ratdn. La comprobacion de los caracteres especificos de la
cepa GM-1 fue realizada por BOEV en 1978 en el Instituto Helmintoldgico de Alma-Ata (URSS)
mediante pruebas de entrecruzamiento con el aislamiento estandar de 7. spiralis.
Posteriormente ha sido caracterizada isoenzimaticamente por Pozio en 1992 como 7. spiralis,
aislamiento MFEL/ES/G2 GM-1 ISS48, encontrandose depositada en el Centro de Referencia de

Trichinellosis (Instituto Superior de Sanidad de Roma), Italia.

6.3. FARMACOS.

Albendazol suministrado por GlaxoSmithKline (London, United Kingdom).

Ricobendazol suministrado por Chemo Ibérica (Alcalad de Henares, Madrid, Espaiia) .

Hidroxipropil-p-ciclodextrina suministrado por Cerestar (Bélgica).

Neguvon® (éster dimetilico del &cido (2,2,2-tricloro-1-hidroxietil)-fosférico, Bayer, S.A.
(Berlin, Germany).

Sulfato de atropina, Bayer, S.A. (Berlin, Germany).

Penicilina, Sigma Chemical Co., (St. Louis, Missouri, USA).

Estreptomicina, Sigma Chemical Co., (St. Louis, Missouri, USA).

Anfotericina B, Squibb Industria Farmacéutica, S. A., (Madrid, Espaiia).

6.4. REACTIVOS.

Pepsina 2000 FIP-U/g, Merck KGaA (Darmstadt, Germany).
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Acido clorhidrico concentrado, Panreac (Barcelona, Espafia).

Cloruro sédico, Panreac (Barcelona, Espana).

Cloruro potasico, Panreac (Barcelona, Espaia).

Sulfato de magnesio, Merck (Darmstadt, Germany).

Fosfato dihidratado de potasio, Merck (Darmstadt, Germany).

Fosfato de sodio, Panreac (Barcelona, Espaia).

Glucosa, Panreac (Barcelona, Espafia).

Metanol para HPLC, LabScan (Dublin, Ireland).

Acido ortofosfdrico, Panreac (Barcelona, Espaiia).

Acetonitrilo, LabScan (Dublin, Ireland).

Uretano (15%), Sigma Chemical Co., (St. Louis, Missouri, USA). Ver métodos 7.2.2.
Cloroformo, Panreac (Barcelona, Espaia).

Heparina, Altana Pharma, S. A. (Madrid, Espaina).

Carboximetil celulosa sddica de baja viscosidad, Serva (Heidelberg, Germany).
Medio de cultivo solucion tamponada de Hanks (HBSS), ver métodos 7.1.7.
Tampon PBS, Panreac (Barcelona, Espaiia).

Formol al 10% tamponado, Panreac (Barcelona, Espana).

6.5. EQUIPOS Y APARATOS.

Picadora Moulinex, (Espafia).

Agitador/incubador New Bruswick, New Bruswick Scientific. (New Jersey. USA).

Copas de sedimentacion.

Camara McMaster.

Microscopio optico Olympus BH-2, Olympus Optical Co., LTD, (Japan).

Pipetas y micropipetas.

Agitador magnético Velp Scientifica (Italy).

Balanza Mettler PC 2200 (Switzeland).

Centrigufa Hettich Universal 32 (Germany).

Filtros Millipore PVDF Durapore® de 45um, Millipore Co., (Boston, Massachussets, USA).

Equipo de cromatografia liquida modular Gilson (Villers le Bels, Francia), compuesto por 2

bombas isocraticas 305 y 306, 1 modulo mezclador 805, 1 modulo detector UV 116, 1

muestreador automatico 231 XL y un integrador Spectra Physics SP-270.

Equipo de cromatografia liquida modular Jasco (Tokio, Japdn), compuesto por 1 bomba

isocratica Jasco PU 1580, 1 unidad mezcladora LG 2080-02, 1 desgasificador DG 2080-53, 1

modulo detector UV 1575, un muestreador automatico 231 XL y un integrador Jasco Borwin 1,5

JMBS developments.
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Columna C18 Hypersil® 5um, 250x4,6 mm (Madrid, Espafia).

Columna AGP quiral 5 um, 100x4,0 mm I.D., ChromTech AB (Sweden).
Columna Hypersil® BDS ODS2 5 um, 250x4,6 mm (Madrid, Espafia).
Concentrador Savant Speedvac® (Holbrook, New cork, USA).

Balanza de precision Mettler Toledo (Switzeland).

Espectrofotdmetro Beeckman DU-6 (Irving, California, USA).

Lupa binocular Olympus SZH, Olympus Optical Co., LTD, (Japan).

Bafo termostatizado Memmert (Schwabach, Germany).

PHmetro Crison Micro pH 2000, Crison Instruments, S. A., (Barcelona, Espafia).
Botes de digestion.

Gasas de filtrado.

Vasos de precipitado de diferentes volimenes.

Tubos Falcon.

Botellas de cultivo de 250 ml, Nunc A. S. (Roskilde, Denmark).

Incubador de microaerobiosis al 5% CO,, Nuaire US Autoflow (Plymouth, USA).
Bano de Ultrasonidos Selecta (Barcelona, Espana).

Sonda de ultrasonidos dr. Hielscher UP 50 H, dr. Hielscher GmbH, (Germany).
Tubos Eppendorf.

Ultracentrifuga Biofuse 17RS, Heraeus Sepatech.

Placas de Petri.

Placas de 24 pocillos Costar (Corning, Albany, New Cork, USA).

Diverso material de vidrio.

7. METODOS.

7.1, METODOS PARASITOLOGICOS.

7.1.1. Dosis infectante y dosis terapéuticas administradas.

Los ratones fueron infectados con 300+50 larvas de Trichinella spiralis, en los experimentos

de mejora de la actividad antihelmintica mediante complejacion en ciclodextrinas, analisis de la

modificacion de la pauta posoldgica durante la fase migratoria y estudio del perfil

farmacocinético durante la fase intestinal del parasito.

La dosis infestante para el estudio ex vixo e in vitro del metabolismo del albendazol en el

parasito fue de 800-1000 + 50 larvas de Trichinella spiralis ya que la finalidad era obtener el

mayor numero posible de larvas enquistadas por raton.
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Las formulaciones y dosis con las que se realizaron los estudios fueron las siguientes:

v Biodisponibilidad y efecto antihelmintico de ABZ en ciclodextrinas:

e Fase intestinal.
. Albendazol en CMC" 5 mg/kg de peso.
. Albendazol en OH-P-B-CD™* 5 mg/kg de peso.
. Albendazol en CMC™ 10 mg/kg de peso.
. Albendazol en OH-P-B-CD™* 10 mg/kg de peso.

e Fase migratoria.

. Albendazol en CMC”" 50 mg/kg de peso.

. Albendazol en OH-P-B-CD™* 50 mg/kg de peso.

. Albendazol en CMC" 100 mg/kg de peso.

. Albendazol en OH-P-3-CD™* 100 mg/kg de peso.
e Fase muscular.

. Albendazol en CMC" 50 mg/kg de peso.

. Albendazol en OH-P-B-CD™* 50 mg/kg de peso.

. Albendazol en CMC" 100 mg/kg de peso.
. Albendazol en OH-P-B-CD™* 100 mg/kg de peso.

v Modificacion de la pauta posoldgica durante la fase migratoria.

. Albendazol en OH-P-B-CD™* 50 mg/kg de peso.

v Estudio del perfil farmacocinética durante la fase intestinal.

. Albendazol en OH-P-B-CD™* 10 mg/kg de peso.

v Farmacocinética en el parasito.

. Albendazol en OH-P-B-CD™* 0,5 pg/m.
. Ricobendazol en OH-P-B-CD™* 0,5 pg/m.
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. Ricobendazol en OH-P-B-CD™ 1 pg/ml.
. Ricobendazol en OH-P-B-CD™ 2 ug/ml.
. Ricobendazol en OH-P-B-CD™ 4 pug/ml.

* Carboximetil celulosa sédica.

™ Hidroxipropil-p-ciclodextrina.

7.1.2. Infeccidn con larvas obtenidas previa digestion de la canal.

Se sigue la técnica de Martinez Fernandez (1978), con ligeras modificaciones. Se parte de
ratones infectados para el mantenimiento de las cepas de 7richinella en el laboratorio, que son
sacrificados por sobredosis de cloroformo. Una vez pelados y eviscerados, se tritura la canal con
una picadora Moulinex y se anade el liquido de digestion cuyos componentes son: 0,5% de
pepsina (Merck 2000 FIP-U/g), 0,7% de acido clorhidrico concentrado (Panreac) y 0,9% de
cloruro sddico (Panreac), en agua destilada, preparando 100 cc por cada 10 g de carne de la

canal.

El homogenizado, asi obtenido, se dispone en frascos de plastico con tapdn de rosca y se

lleva a un agitador de incubacion New Bruswick a 37°C y 200 r.p.m. durante 2 horas.

Concluida la digestién, el contenido del frasco se pasa por mallas tipo gasa sanitaria de 24
hilos/cm? y el liquido filtrado se recoge en copas de sedimentacidn. Se deja en reposo el tiempo
suficiente para que las larvas sedimenten (aproximadamente 20 minutos) y posteriormente se

sifona el sobrenadante. El sedimento se traslada a un tubo Falcon con solucidn fisioldgica.

Finalizado el proceso anterior se procede al recuento de las larvas obtenidas, utilizando
para ello una cdmara de recuento McMaster y un microscopio dptico Olympus BH. El llenado de
la cdmara se realiza con una pipeta pasteur provista de bulbo de goma, disponiendo el
recipiente con las larvas sobre un agitador magnético para conseguir una homogeneizacion en

la toma de muestra.

Se realizan 2 recuentos (un total de 4 celdas), y se calcula la media aritmética, el valor
obtenido es el que representa la cantidad de larvas por celda, o lo que es lo mismo la cantidad
de larvas en 0,15 ml de liquido (1x1x0,15cm), este valor se multiplica por 6,66; para obtener
asi el nimero de larvas por mililitro, que a su vez referido al volumen inicial nos da el nimero
total de larvas aisladas por ratdn; teniendo en cuenta el nimero de larvas a inocular 300+50 y

el volumen del indculo (0,3 ml aprox.) se aplican los calculos matematicos necesarios. Cuando,
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para obtener el volumen final adecuado es necesario concentrar o diluir la suspension inicial de

larvas, se deben volver a realizar los pertinentes recuentos segln las pautas indicadas.

Seguidamente se lleva a cabo la inoculacién de los lotes experimentales mediante sonda
bucogastrica, manteniendo siempre la suspension de las larvas en continua agitacion para que

las tomas sean homogéneas.

En el caso de requerir grandes volimenes de larvas, como ocurre en el estudio de
farmacocinética en parasito, se procede exactamente igual que el caso anterior hasta conocer el
nimero de larvas por mililitro, como el objetivo final es disponer de 250.000 larvas por botella
de cultivo se prepara un pool de larvas con todas las obtenidas de las canales de los ratones,
que posteriormente se separan en grupos homogéneos, tras varios lavados para eliminar

cualquier posible resto de liquido de digestion.

7.1.3. Aplicacion de los farmacos.

Tanto en el ensayo de optimizacion de la biodisponibilidad y efecto antihelmintico del
albendazol como en la modificacion de la pauta posoldgica en la fase migratoria y en el estudio
farmacocinética en animal infectado, previamente a la preparacion de las concentraciones a
ensayar, se disponen los ratones en los lotes correspondientes, hallando su peso medio en una
balanza. Las dosis son calculadas en funcion del peso medio de cada lote y la administracion se

realiza mediante sonda bucogastrica.

El farmaco ensayado se dispone en dos formulaciones diferentes, carboximetil celulosa

como control e hidroxipropil-B-ciclodextrina como farmaco objeto del estudio.

En el caso de la formulacion en carboximetil celulosa sddica el albendazol se suspende en
este vehiculo al 1%. Esta suspension se realiza mediante un homogenizador, manteniendo la

misma en continua agitacion durante la aplicacion (ver 7.2.1.).

La solucién de albendazol en hidroxipropil-B-ciclodextrina, se prepara anteriormente (ver

7.2.3.) y se administra como tal.

El antihelmintico utilizado para la supresion de la poblacidn intestinal, en las experiencias
sobre la fase migratoria de Trichinella spiralis, es Neguvon® a la dosis de 70 mg/kg de peso,
administrado en el dia 9 post-infeccion por via oral (0,2ml), conjuntamente con sulfato de
atropina, en dosis de 0,05 mg/kg de peso, via intramuscular (50ul), para paliar los efectos

secundarios que podria producir el organofosforado.
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En el ensayo de farmacocinética del albendazol en Trichinella spiralis el farmaco
previamente preparado en una solucion de hidroxipropil-B-ciclodextrina en una concentracion
inicial de 100 pg/ml se lleva al medio HBSS en las botellas de cultivo donde se mantienen las
250.000 larvas, tras realizar los célculos oportunos para obtener las concentraciones finales
requeridas y referidas en el punto 7.1.2. Una vez obtenidas las concentraciones oportunas las

botellas de cultivo se llevan a incubacién en estufa a 37°C y 5% de CO,.

7.1.4. Digestion de la canal y recuento de larvas.

Se sigue la técnica indicada en el apartado 7.1.2.; los ratones una vez sacrificados se pelan
y evisceran; cada canal se tritura y homogeniza con la cantidad proporcional al peso, de liquido
de digestion. A continuacion se pasa a un frasco de plastico que se mantiene en incubacion en
un agitador New Bruswick a 37°C y 200 r.p.m. durante el periodo de tiempo necesario (aprox.

2,00 horas) para obtener una digestion total de la canal.
El material digerido se pasa por una malla y el liquido filtrado, correspondiente a cada
canal, se lleva a vasos de precipitados de 200 ml, procediéndose al recuento en camaras

McMaster.

7.1.5. Recuperacion de adultos y recuento.

Se sigue la técnica de Denham y Martinez (1970). Se sacrifican los animales por sobredosis
de cloroformo y se procede a la apertura de la cavidad abdominal, tomando el intestino delgado
que se separa por traccion a partir del duodeno. Se abre longitudinalmente con ayuda de unas
tijeras y se trocea en porciones de 5 a 7 cm, que se recogen en gasas hidréfilas de 24 hilos/cm?
y se introducen en botes de heces de plastico de 100 ml de capacidad, con tapon de rosca,
conteniendo solucidn salina fisioldgica. Estos botes se incuban a 37°C durante 3 horas, para

producir la autolisis de la mucosa y la consecuente liberacion de los vermes.

Transcurrido el periodo de incubacion, se retiran las mallas con los intestinos y se recupera

el contenido del bote en el cual se hallan los adultos sedimentados.

Mediante trompa de vacio, se sifona la cantidad de solucidn salina que sobra para hacer

posible el recuento en placa de petri reticulada.

Los recuentos se realizan mediante lupa binocular, calculandose posteriormente las medias

aritméticas de los mismos.
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7.1.6. Preparacion del intestino para su estudio histopatoldgico.

Se sacrifican los animales por sobredosis de cloroformo y se procede a la apertura de la
cavidad abdominal, tomando el intestino delgado que se separa por traccién a partir del
duodeno. Se toman porciones intermedias de 5 cm aproximadamente de cada una de las
porciones intestinales, duodeno, yeyuno e ileon que se fijan en placas de petri mediante formol
al 10% tamponado durante 5 minutos aproximadamente. Una vez transcurrido este periodo de
tiempo en el cual se fijan las estructuras celulares, procedemos a abrir longitudinalmente las
porciones intestinales y las enrollamos en un vastago (émbolo de jeringa de insulina) con la luz
intestinal hacia el exterior. El vastago con la muestra montada se introduce en tubos de plastico
con formol tamponado cubriéndolas. Las muestras son remitidas al Servicio de Anatomia
Patoldgica del Hospital Nifio Jesus para su posterior estudio histopatoldgico, que fue realizado

siguiendo las practicas habituales con la tincidon de hematoxilina-eosina.

7.1.7. Preparacion del medio HBSS.

El medio de cultivo HBSS se utiliza para el mantenimiento de 7richinella spiralis.

En un vaso de precipitado se afiaden los siguientes elementos para obtener 250 ml de
medio HBSS:

CINa 2gr

CIK 0,1gr

MgSO, — 7 H,0 0,05 gr
Fosfato diH — K 0,4 mM 0,015 gr
Na,HPO, — 12 H,O 0,125 gr
Glucosa 50mM 2,25 gr
Penicilina 12,5 mg
Estreptomicina 12,5 mg
Anfotericina B 0,5 ml

A continuacion se anaden los 250 ml de agua destilada y se lleva a agitacion durante 15

minutos aproximadamente. Se ajusta el pH a 7,2 y se esteriliza por filtracion.

7.2. METODOS FARMACEUTICOS.

7.2.1. Preparacion de la suspension de albendazol en carboximetil celulosa sddica.

La carboximetil celulosa sodica es un sdlido que se adquiere comercialmente en forma de

polvo blanquecino. La preparacion como medio de suspension se realiza al 1%.
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Para ello tomamos 1 gr de carboximetil celulosa sddica y la depositamos en un vaso de
precipitados, a continuacion afadimos 100 ml de agua destilada. La carboximetil celulosa es de
dificil disolucion, por lo que para facilitar este proceso se lleva a un agitador magnético (e
incluso se puede usar calor). Se mantiene en agitacion entre 1,5 y 2,5 horas, obteniéndose al

final un liquido viscoso.
Una vez obtenida la suspension base, se afiade el albendazol en cantidad suficiente para
obtener la concentracion deseada. Se mantiene en agitacion constante para conseguir una

suspension homogénea.

7.2.2. Preparacion de la solucidon anestésica.

El uretano es un anestésico general de accidon rapida; para la anestesia de ratones se

prepara en una concentracién al 15%.

Para la preparacion pesamos 15 gr de uretano que llevamos a 100 ml de agua destilada. Se

agita hasta disolucion en agitador magnético.

7.2.3. Preparacion de la solucion de albendazol en hidroxipropil-p-ciclodextrina.

La solucién de albendazol en hidroxipropil-B-ciclodextrina se realiza en medio acido.

Para ello preparamos un tampdn acido a partir de HCl 0,2M, tomando 4,1 ml de acido
clorhidrico (HCI) al 37% vy llevandolo a 200 ml de agua destilada. A continuacién se afiade la
hidroxipropil--ciclodextrina al 20% (para 50 ml se afiaden 10 mg), y una vez disuelto se afiade
el albendazol a la solucién, se lleva a bafio de ultrasonidos y se mantiene ésta en constante
agitacion en agitador magnético (aprox. 4 horas), posteriormente se procede a filtrar la solucion

y se analiza por espectrofotometria para verificar la concentracion.

7.2.4. Obtencion de los enantidmeros puros.

Para purificar los enantidmeros de albendazol sulféxido (ricobendazol) a partir de una
mezcla racémica, se utilizd un aparato de cromatografia liquida modular Jasco (ver materiales,
seccion aparatos). Antes de la inyeccion, las muestras fueron filtradas a través de un filtro de
0,45 um Durapore® PVDF. El ricobendazol racémico fue inyectado en el cromatografo a una
concentracion de 0,1 mg/ml y la separacién quiral fue llevada a cabo de acuerdo a una version
modificada del método descrito previamente por Delatour y col., 1990, Garcia y col., 1999. De

una forma resumida, se utilizaron una columna quiral glicoproteina acido 1 alfa, una fase movil
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con un buffer fosfato sédico y una velocidad de flujo de 0,9 ml/min. Las muestras fueron
analizadas a 290 nm y bajo esas condiciones los tiempos de retencién para los enantiomeros (-)
y (+) del albendazol sulféxido (ricobendazol) fueron 3,1 y 10,5 minutos, respectivamente. Las
muestras liquidas fueron recogidas de acuerdo a los tiempos de retencién de los enantiomeros.
Las muestras fueron concentradas a sequedad en vacio a una temperatura de 70°C en un
concentrador Savant Speedvac. Las muestras recuperadas fueron analizadas por el mismo
método de cromatografia descrito anteriormente, pero incluyendo 2-propanol (1 ml/l) como
aditivo en la fase movil. Bajo estas condiciones los tiempos de retencion tras la inyeccion fueron
de 2,6 minutos para ricobendazol (-) y de 4,6 minutos para ricobendazol (+). Para su uso en los
ensayos bioldgicos, las muestras concentradas se disolvieron en agua acidificada desionizada

(pH=2) y posteriormente diluidas a una concentracion adecuada en el medio de cultivo.

7.3. METODO DE ESTUDIO BIOFARMACEUTICO Y FARMACOCINETICO.

7.3.1. Animales de experimentacion.

v Biodisponibilidad y efecto antihelmintico de ABZ en ciclodextrinas:

Se utilizan ratones Swiss CD-1 machos de 30-35 gr de peso del mismo sexo y edad,
dispuestos en distintos lotes. El nimero de animales por lote es de 6 por cada punto a

determinar y formulacion en las diferentes experiencias realizadas.

v Estudio del perfil farmacocinético durante la fase intestinal.

Se utilizan ratones Swiss CD-1 machos de 30-35 gr de peso del mismo sexo y edad,
dispuestos en distintos lotes. El nimero de animales por lote es de 6 por cada punto a
determinar.

v' Farmacocinética en el parasito.

Se lleva a cabo sobre larvas L; de la cepa GM-1 de Trichinella spiralis, obtenidas por
digestion de canales de ratones previamente infectados con 1000+50 larvas. Se genera un pool

global de larvas que posteriormente se separan en grupos homogéneos de aproximadamente

250.000 larvas/grupo.
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7.3.2. Formulaciones y dosis utilizadas.

v Biodisponibilidad y efecto antihelmintico de ABZ en ciclodextrinas:

Las formulaciones y dosis con las cuales se realiz el estudio farmacocinético fueron las
siguientes:
Albendazol en CMC", 50 mg/kg de peso.
Albendazol en OH-P-B-CD™, 50 mg/kg de peso.

Albendazol en CMC", 100 mg/kg de peso.
Albendazol en OH-P-B-CD™, 100 mg/kg de peso.

" Carboximetil celulosa sddica.

™ Hidroxipropil-p-ciclodextrina.
Todos los farmacos se administraron por via oral mediante sonda bucogastrica.
v Estudio del perfil farmacocinético durante la fase intestinal
La formulacion y dosis a la que se realizo el estudio fue:

Albendazol en OH-P-B3-CD, 10 mg/kg de peso.

El farmaco se administrd por via oral mediante sonda bucogastrica.
v' Farmacocinética en el parasito.

Las formulaciones y dosis con las cuales se realizd el estudio farmacocinético fueron las
siguientes:

. Albendazol en OH-P-3-CD 0,5 pg/ml.
. Ricobendazol en OH-P-B-CD 0,5 pg/ml.
. Ricobendazol en OH-P-3-CD 1 pg/ml.
. Ricobendazol en OH-P-3-CD 2 pg/ml.
. Ricobendazol en OH-P-B-CD 4 ug/ml.
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Todos los farmacos se obtuvieron a partir de una solucién inicial de 100 ug/ml que se
llevaron posteriormente en el medio HBSS a las concentraciones finales requeridas y referidas

anteriormente.

7.3.3. Obtencidon de muestras sanguineas.

Para la obtencién de muestras los ratones se anestesian con uretano al 15%, una vez
alcanzado el plano de anestesia quirtrgica (pérdida del reflejo oculo-parpebral), la sangre se
obtiene directamente por apertura de la caja toracica, con la precaucion de dejarla fluir
libremente, evitando de este modo que ésta pueda quedar diluida con el contenido de fluidos
de los distintos 6rganos. Se recoge mediante pipetas pasteur limpias y heparinizadas,
depositandolas individualmente en eppendorfs. La toma de muestras se realiza a tiempos de
0,25; 0,5; 0,75; 1,5; 3; 6 y 24 horas.

Tras la extraccion, la sangre se centrifuga durante 10 minutos a 7000 r.p.m., separando el
plasma del resto de los componentes sanguineos y se congela en eppendorfs a —20°C, hasta el

momento de su analisis mediante HPLC.

7.3.4. Obtencidon de muestras en el parasito.

Una vez llevadas las larvas a incubacion en microaerobiosis en la estufa al 5% de CO,, y
pasados los tiempos correspondientes a cada ensayo, se extraen las botellas de cultivo de la

estufa y se deja sedimentar el material bioldgico durante 15 minutos.

Pasado este tiempo de todas y cada una de las botellas se toma una muestra de medio
para valorar la concentracion de farmaco existente en el mismo y el resto de medio se aspira
para llevar las larvas a sequedad intentando evitar que restos del medio puedan interferir en el
analisis. Las larvas se llevan a tubos de 10 ml previamente identificados y se realizan varios
lavados en PBS atemperado para eliminar las trazas de farmaco que haya quedado sobre la

cuticula.

El contenido de cada tubo de 10 ml se va a dividir en tubos eppendorf que se mantienen en
hielo para evitar la degradacién de la larva, y seguidamente se somete a sonicacion en pulsos
de 10 segundos a la maxima potencia hasta lograr la rotura completa del parasito, lo que se

comprueba microscopicamente.
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El homogenizado resultante se extrae con acetonitrilo y se centrifuga a 10.000 r.p.m.
durante 20 minutos, separando por un lado el sedimento y por otro el sobrenadante, que se
llevan a congelacion.

Valoraremos la concentracion de farmaco en el sobrenadante.

7.3.5. Determinacion de la concentracion de albendazol y sus metabolitos mediante HPLC.

En primer lugar se procede a descongelar las muestras a temperatura ambiente (1 hora
aprox.), durante este tiempo procedemos a la titulacion de tubos de ensayo y viales, asi como a
la preparacién de la fase mdvil que utilizaremos en el HPLC tanto para el albendazol (400 ml de
H,0; 5,5 g de Na,HPO, y 600 ml de metanol) como para sus metabolitos (800ml de H,0, 188 pl

de acido ortofosforico al 85% y 200 ml de acetonitrilo).

Tomamos los eppendorf ya descongelados donde se encontrara el plasma sanguineo de los
ratones o el citosol en el caso de los parasitos y procedemos a quitar el tapén mucoso formado,
con una micropipeta (20-200 ul). Seguidamente medimos la cantidad de material que oscilara
en torno a 400 pl que iremos depositando en un tubo de ensayo previamente titulado y al que
anadiremos 2 ml de metanol para HPLC. Realizamos este proceso con todas las muestras y las

tapamos con parafilm.

Se agitan los tubos en un agitador manual entre 1-2 minutos aproximadamente. Una vez
bien mezclado se centrifugan durante 10 minutos a velocidad media (4000-6000 r.p.m.), para

precipitar las proteinas.

El liquido sobrenadante, en el que se encuentra el farmaco, se vierte en unos vasitos de
cristal (usando uno por punto). Se filtra el liqguido mediante jeringa a través de filtro millipore de
membrana de nylon de 0,45 micrometros y se procede al llenado de los viales de inyeccion del
HPLC. Una vez lleno el vial se cierra con pistola taponadora para evitar al maximo la

evaporacion.

Los viales se inyectan en el HPLC utilizando el muestreador automatico para determinar las

concentraciones de albendazol y sus metabolitos.

Se prepara una recta patron tomando 50 mg del principio activo a valorar, disolviéndolo en
5 ml de acido férmico y 95 ml de metanol, hasta enrasar a 100 ml en matraz aforado y se agita
30 segundos aproximadamente. De esta forma se obtiene una concentracion de 0,5 mg/ml. A

partir de aqui se realizan diluciones seriadas para obtener la recta patron.
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Se utilizd para el analisis un equipo de cromatografia liquida modular Gilson.

Los ensayos de Albendazol se han llevado a cabo segin el método de HPLC descrito en la

USP 24 (2000). Para esto usamos una columna Cyg (Hypersil®), y una fase mévil formada por
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N - T Fig.14. Picos cromatograficos
Fig. 13. Pico cromatografico del del Albendazol sulféxido y

Albendazol a 14,98 min. sulfona a 8,27 y 13,37 min.

5,5 g de Na,HPO, disuelto en 400ml de agua y mezclados con 600ml de metanol con un flujo
de 1ml/min. Las muestras se analizaron a una longitud de onda de 291nm. En estas
condiciones el tiempo de retencion fue de 14,98 minutos. Para validar los datos la linealidad del
método ha sido estudiada en un rango entre 0,01 y 1 ug/ml, el coeficiente de correlacion
obtenido fue siempre al menos de 0,99. El limite de deteccion para el Albendazol fue 4 ng/ml y

la precision interdia fue de 2,9%.

El Albendazol sulféxido y la sulfona son los principales metabolitos del Albendazol y ambos
han sido analizados usando el método descrito por Garcia y col., 1999. Se us6 una columna
Hypersil® BDS ODS2 y una fase mdvil compuesta por 800ml de agua, con 188 pl de acido
ortofosforico al 85% y 200ml de acetonitrilo con un flujo de 1,5ml/min. Las muestras se
analizaron a una longitud de onda de 290 nm. En estas condiciones el tiempo de retencion del
Albendazol sulfoxido fue de 8,27 min y de 13,37 min para la sulfona. Para validar los datos la
linealidad del método ha sido estudiada en un rango entre 0,01 y 1 ug/ml, obteniéndose un

coeficiente de correlacion de al menos 0,99. El limite de deteccidn para el Albendazol sulféxido
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fue 13 ng/ml y el de la sulfona de 10 ng/ml, la precision interdia fue de 4% y 4,5%,

respectivamente.

7.3.6. Determinacion de enantiomeros.

Para poder realizar el analisis cuantitativo de los enantidmeros del Albendazol sulféxido
ABZSO (+) y ABZSO (-), las muestras fueron en primer lugar analizadas por el procedimiento
descrito en el apartado anterior, procedimiento que no es quiral.

Conociendo el tiempo de retencion del Albendazol sulféxido, se procedid a

recolectar las muestras par su posterior analisis. Estas muestras fueron

concentradas a sequedad a 70°C, usando un concentrador Savant H
Speedvac®. Posteriormente las muestras fueron redisueltas y filtradas 1

mediante un filtro PVDF Durapore® de 0,45um. El ensayo quiral fue hecho
de acuerdo al método previamente descrito por Garcia y col., 1999. Para

ello se empled un columna quiral AGP y una fase moévil formada por un

s T

buffer fosfato sodico (8mM, pH 7,0) con 1,25 ml de 2-propanol y un flujo

de 0,9 ml/min. Las muestras fueron analizadas a una longitud de onda de

—
-

290 nm. En esas condiciones el tiempo de retencion fue de 2,0 minutos
para ABZSO (+) y de 3,1 minutos para ABZSO (-). Para validar los datos la

linealidad del método ha sido estudiada en un rango entre 0,01 y 1 pg/ml,

obteniéndose un coeficiente de correlacion de al menos 0,99. El limite de
» L i ) Fig.15. Resolucion
deteccion y la precision interdia fueron los mismos para cada | quiral de ABZSO.

enantidomero, correspondiendo a 3 ng/ml y 3,5%, respectivamente.

7.3.7. Anadlisis estadistico.

En las pruebas biofarmacéuticas y farmacocinéticas , Tms Y Cmax han sido consideradas
como los valores medios maximos, usando al menos 6 elementos por cada punto, estos
elementos proceden de varios grupos seriados de 6 ratones a los que se ha sometido a la
prueba de ch/ cuadrado (X?) de Chauvenet para eliminacion de valores aberrantes. El ABC,_,..
fue calculada para el principal metabolito ABZSO, como la suma del ABCy_,4n Y ABCys,.. El
ABCy_,,4n ha sido calculada mediante el método de los trapecios, mientras que el ABC,4_,.. fue
calculada a partir de la concentracion a 24 horas y la constante de eliminacion Ke. La K. fue
calculada a partir de las fases finales de las graficas concentracion/tiempo. El estudio estadistico
se realizd mediante analisis de varianza de una sola via (test de ANOVA) sobre los parametros

farmacocinéticos.
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En las pruebas de actividad farmacoldgica, sobre las muestras extraidas a partir de las
poblaciones consideradas, se han estimado los siguientes parametros: media aritmética,
desviacion estandar y ¢ de Student (como método comparativo de las dos muestras). Una vez
determinada la ¢ de Student, se establece su significacion estadistica, considerando no
significativos aquellos valores con p>0,05. Las poblaciones consideradas se han establecido a
partir de un grueso de poblacién global sometida a pruebas, a las que se les ha validado
mediante el método de la chi cuadrado (X*) de Chauvenet para la eliminacion de valores

aberrantes.
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8. RESULTADOS.

8.1. MEJORA DE LA BIODISPONIBILIDAD Y ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA DEL
ALBENDAZOL MEDIANTE LA FORMULACION EN COMPLEJOS DE INCLUSION.

8.1.1. Actividad antiparasitaria.

8.1.1.1. Fase intestinal.

Las tablas 1 a 5 recogen los resultados obtenidos del tratamiento durante la fase intestinal
de una infeccion experimental de 7. spiralis, con dos muestras de albendazol, administradas en

una dosis Unica a las 24 horas post-infeccion.

Las muestras administradas corresponden a dos formulaciones diferentes de albendazol,
una de ella formulada en una suspension de carboximetil celulosa (Tablas 1 y 2) y la otra
formando un complejo en una solucidn de hidroxipropil-B-ciclodextrinas (Tablas 3 y 4). A su vez

estas dos formulaciones se administraron a dosis de 5 y 10 mg/kg de peso.

En todos los casos, tanto en el lote control como en los problemas, se realizd el recuento de
gusanos recuperados del intestino delgado, determinandose la media aritmética, desviacion
estandar y eficacia expresada como porcentaje de reduccion de adultos recuperados en los
lotes problema, con respecto al control. Ademas se valord la eficacia comparada de las dos
formulaciones, analizando el diferente porcentaje de reduccion que ambas expresaban frente al
control, asi como la reduccién que la formulacion de albendazol en hidroxipropil-B-ciclodextrina

mostraba frente a la de referencia.

Los datos relativos a la formulacién de referencia muestran un descenso significativo tanto
en la dosis de 5 mg/kg de peso con una reduccion del 44,24%, como en la de 10 mg/kg de
peso en la que se alcanza una reduccion del 67,69%. Mayor reduccion muestran los datos
obtenidos a partir de la solucion de albendazol en ciclodextrina donde se consiguen reducciones
del 69,1 y 98,84% para las dosis de 5y 10 mg/kg de peso, respectivamente. Trasladando estas
reducciones a una escala de comparacion entre las dos formulaciones podemos decir que la
formulacion de albendazol en hidroxipropil-B-ciclodextrina es un 44,58% mas eficaz para la
dosis de 5 mg/kg de peso y un 96,41% para la dosis de 10 mg/kg de peso que la de referencia

formulada en carboximetil celulosa sddica (Tabla 5).
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La significacion estadistica de estos porcentajes de reduccion se determind previo calculo
de la t de Student, considerandose significativos aquellos porcentajes con valor de p inferior a
0,05.

En estos analisis, como reflejan los datos enunciados anteriormente, se comprueba que en
el tratamiento de preadultos de 7. spiralis ambas formulaciones presentan un rango de
actividad considerable y un porcentaje de reduccion estadisticamente significativo. Por otro lado
se demuestra que la formulacion de albendazol en hidroxipropil-B-ciclodextrina mejora

cuantitativamente la actividad del principio activo.
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RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL ESTUDIO FRENTE A LA FASE INTESTINAL

TABLA 1. ALBENDAZOL EN CARBOXIMETIL CELULOSA 5 MG/KG PESO

—I 112 69
1 107 51
1 145 67

1 106 67
1 110 53
1 129 78
1 112 80

|
|
|
|
1 136 | 88
|
|
|
|
|

I 120

—_—
‘Meda 1207 673
Desviacion estandar 1354 11,95
‘%dereduccion 4424
‘tdeStudent 399
Grado de significacion 0000

TABLA 2. ALBENDAZOL EN CARBOXIMETIL CELULOSA 10 MG/KG PESO

—I 112 42
1 107 28
1 145 26

1 106 39
1 110 46
1 129 36
1 112 59

|
|
|
|
1 136 | 36
|
|
|
|
|

I 120

—_—
‘Meda 1207 39
Desviacion estandar 1354 933
‘%dereduccion 67,69
‘tdeStudent 4208
Grado de significacion 0000
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RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL ESTUDIO FRENTE A LA FASE INTESTINAL

TABLA 3. ALBENDAZOL EN HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA 5 MG/KG PESO

|
_I 112 | 32
1 107 | 49
S a 145 | 28
| 136 | 41
1 106 | 39
I | 110 | 32
8 129 | 38
e 112 | 26
e 120 |

TABLA 4. ALBENDAZOL EN HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA 10 MG/KG PESO

112

107

145

136

106

110

129

112

120

O O~ OO N N~ KL, OO
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RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL ESTUDIO FRENTE A LA FASE INTESTINAL

TABLA 5. COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA DE CARBOXIMETIL CELULOSA
FRENTE A HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA

—| 69 32 42
s s 49 28
a7 28 26

e e7 39 39
7| 53 32 46
s 38 36
1 80 26 59

| | |
| | |
| | |
| | |
I 88 | 41 | 36 |
| | |
| | |
| | |
| | |
| | |

OO+ OO N M KHLH OO

ABZCMC 5 mg/kg

ABZCD 5 mglkg

Dosis

ABZCMC 10 mglkg

ABZCD 10 mglkg

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Porcentaje

Fig. 16. Porcentajes comparados de reduccion de adultos en la fase intestinal
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8.1.1.2. Fase migratoria.

Las tablas 6 a 10 recogen los resultados obtenidos del tratamiento de una infeccion
experimental con 7. spiralis durante la fase migratoria. Durante este experimento se
administraron dos tratamientos con albendazol en régimen de dosis mdltiple, los dias 13, 14 y

15 post-infeccion.

Se probaron dos formulaciones diferentes de albendazol, una de ella formulada en una
suspension de carboximetil celulosa (Tablas 6 y 7) y la otra formando un complejo en una
solucion de hidroxipropil-B-ciclodextrinas (Tablas 8 y 9). A su vez estas dos formulaciones se

administraron a dosis de 50 y 100 mg/kg de peso.

En todos los casos y tanto en el lote control como en los problemas, se realizd el recuento
de larvas obtenidas por digestion de la canal, determinandose la media aritmética, desviacion
estandar y eficacia, expresada como porcentaje de reduccion de larvas recuperadas en los lotes
problema, con respecto al control. Ademas se valor6é la eficacia comparada entre las dos
formulaciones, analizando el diferente porcentaje de reduccién que ambas expresaban frente al
control y comparando la reduccion que el lote formulado en el complejo de inclusién de

ciclodextrina mostraba frente al de referencia (carboximetil celulosa).

Los datos relativos a la formulacion de referencia muestran un descenso no significativo
tanto en la dosis de 50 mg/kg de peso con una reduccion del 38,55%, como en la de 100
mg/kg de peso en la que se alcanza una reduccion del 52,02%. Mayor reduccion muestran los
datos obtenidos a partir de la solucién de albendazol en ciclodextrina donde se consiguen
reducciones del 48,26 y 56,44% para las dosis de 50 y 100 mg/kg de peso, respectivamente.
Trasladando estas reducciones a una escala de comparacion entre las dos formulaciones
podemos decir que la formulacion de albendazol en hidroxipropil-B-ciclodextrina es un 15,8%
mas eficaz para la dosis de 50 mg/kg de peso y un 9,21% para la dosis de 100 mg/kg de peso

que la de referencia formulada en carboximetil celulosa sodica (Tabla 10).

La significacion estadistica de estos porcentajes de reduccidén se determind previo calculo
de la t de Student, considerandose significativos aquellos porcentajes con valor de p inferior a
0,05.

En estos analisis se comprobd que en el tratamiento de embriones emigrantes de 7. spiralis
ambas formulaciones presentan un rango de actividad similar, siendo ésta la fase mas
refractaria del tratamiento, ya que los porcentajes de reduccion son bajos aunque

estadisticamente significativos. Por otro lado se demostré que la nueva formulacion de
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albendazol en complejos de inclusion de hidroxipropil-B-ciclodextrina mejora ligeramente la
actividad del principio activo, sin que el porcentaje de reduccion resulte estadisticamente

significativo para ninguna de las dos dosis del ensayo.
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RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL ESTUDIO FRENTE A LA FASE MIGRATORIA

TABLA 6. ALBENDAZOL EN CARBOXIMETIL CELULOSA 50 MG/KG PESO

58608 42091,2
_l 53013,6 40226,4
| 52081,2 48484,8
] 59673,6 64335,6
s 49683,6 23709,6
e 60073,2 25974

7 60606 33166,8

|
|
|
|
|
|
|
s 59274 | 67399,2
|
|
|
|
|
|
|
|

| 56610 51681,6
| 64069 39560,4
| 55544,4 222444
] 50482,8 16650
I 56476,8 19580,4
I 52341,7 17182,8
I 51976,2 12980,4
I T 54786,3 24908,4

60000

50000

40000 @ GRUPO CONTROL
O GRUPO TRATADO

N° de larvas 30000
20000

10000
0

Fig. 17. Comparativa del grupo control frente a albendazol formulado
en carboximeticelulosa sddica a dosis de 50 mg/kg de peso
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RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL ESTUDIO FRENTE A LA FASE MIGRATORIA

TABLA 7. ALBENDAZOL EN CARBOXIMETIL CELULOSA 100 MG/KG PESO

58608 14918,4
_l 53013,6 35830,8
| 52081,2 43023,6
] 59673,6 42357,6
s 49683,6 17848,8
e 60073,2 43423,2
1 60606 15984

|
|
|
|
|
|
|
s 59274 | 12387,6
|
|
|
|
|
|
|
|

1 56610 17982
| 64069 31168,8
| 55544,4 38628
] 50482,8 15850,8
I 56476,8 15051,6
- ] 52341,7 28504,8
D 51976,2 21041,6
I T 54786,3 35564,4

60000

50000

40000 @ GRUPO CONTROL
O GRUPO TRATADO

N° de larvas 30000
20000

10000

0

Fig. 18. Comparativa del grupo control frente a albendazol formulado
en carboximeticelulosa sddica a dosis de 100 mg/kg de peso
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RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL ESTUDIO FRENTE A LA FASE MIGRATORIA

TABLA 8. ALBENDAZOL EN HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA 50 MG/KG PESO

58608 41824,8
_l 53013,6 34765,2
| 52081,2 47419,2
I R 59673,6 24109,2
s 49683,6 41292
e 60073,2 38494,8
1 60606 32634
1 59274 38628

|
|
|
|
|
|
|
|
] 56610 | 46486,8
|
|
|
|
|
|
|

| 64069 34498,8
| 55544,4 14385,6
I P 50482,8 11322
I 56476,8 10922,4
- ] 52341,7 13852,8
D 51976,2 13719,6
I T 54786,3 18914,4

60000

50000

40000 @ GRUPO CONTROL
0O GRUPO TRATADO

N° de larvas 30000
20000

10000

0

Fig. 19. Comparativa del grupo control frente a albendazol formulado
en hidroxipropil-B-ciclodextrina a dosis de 50 mg/kg de peso
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RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL ESTUDIO FRENTE A LA FASE MIGRATORIA

TABLA 9. ALBENDAZOL EN HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA 100 MG/KG PESO

58608 22910,4
_l 53013,6 25174,8
| 52081,2 32500,8
I R 59673,6 31302

s 49683,6 39693,6
e 60073,2 22910,4
7 60606 23576,4

|
|
|
|
|
|
|
s 59274 | 20379,6
|
|
|
|
|
|
|
|

| 56610 21445,2
1 64069 8391,6
| 55544,4 15984
o 12 504828 9324

I 56476,8 38812,3
I 52341,7 37201,6
D 51976,2 32203,8
I T 54786,3 8206,5

60000

50000

40000

@ GRUPO CONTROL
O GRUPO TRATADO

N° de larvas 30000
20000

10000

0

Fig. 20. Comparativa del grupo control frente a albendazol formulado
en hidroxipropil-B-ciclodextrina a dosis de 100 mg/kg de peso
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RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL ESTUDIO FRENTE A LA FASE MIGRATORIA

TABLA 10. COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA DE CARBOXIMETIL
CELULOSA FRENTE A HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA 50 MG/KG PESO

42091,2 41824,8 | 149184 | 229104
40226,4 34765,2 | 35830,8 |  25174,8
48484,8 47419,2 | 43023,6 |  32500,8
64335,6 24109,2 | 42357,6 | 31302
23709,6 41292 . 17848,8 | 39693,6
25974 38494,8 | 434232 | 229104
33166,8 32634 . 15984 | 23576,4
67399,2 38628 . 123876 | 20379,6
51681,6 46486,8 . 17982 | 214452
39560,4 34498,8 | 31168,8 | 8391,6
22244,4 14385,6 | 38628 | 15984
16650 11322 . 15850,8 | 9324
19580,4 10922,4 | 150516 | 388123
17182,8 13852,8 | 285048 |  37201,6
12980,4 13719,6 | 210416 |  32203,8
24908,4 189144 | 355644 | 8206,5

ABZCMC 50 mg/kg

ABZCD 50 mg/kg

Dosis

ABZCMC 100 mg/kg

ABZCD 100 mg/kg

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Porcentaje

Fig. 16. Porcentajes comparados de reduccion de larvas en la fase migratoria
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8.1.1.3. Fase muscular.

Las tablas 11 a 15 recogen los resultados obtenidos del tratamiento de una infeccion
experimental con 7. spiralis durante la fase muscular. Durante este experimento se
administraron dos formulaciones de albendazol en régimen de dosis multiple, los dias 34, 35 y

36 post-infeccion.

Se ensayaron dos formulaciones diferentes de albendazol, una de ellas formulada en una
suspension de carboximetil celulosa (Tablas 11 y 12) y la otra formando un complejo en una
solucion de hidroxipropil-B-ciclodextrinas (Tablas 13 y 14). A su vez estas dos formulaciones se

administraron a dosis de 50 y 100 mg/kg de peso.

En todos los casos y tanto en el lote control como en los problemas, se realizd el recuento
de larvas obtenidas por digestion de la canal, determinandose la media aritmética, desviacion
estandar y eficacia, expresada como porcentaje de reduccién de larvas recuperadas en los lotes
problema, con respecto al control. Ademas se valoré la eficacia comparada entre las dos
formulaciones, analizando el diferente porcentaje de reduccién que ambas expresaban frente al
control y comparando la reduccion que el lote formulado en el complejo de inclusién de

ciclodextrina mostraba frente al de referencia (carboximetil celulosa).

Los datos relativos a la formulacion de referencia muestran un descenso significativo tanto
en la dosis de 50 mg/kg de peso con una reduccién del 25,15%, como en la de 100 mg/kg de
peso en la que se alcanza una reduccion del 35,49%. Mayor reduccidn muestran los datos
obtenidos a partir de la solucidn de albendazol en ciclodextrina donde se consiguen reducciones
del 56,46 y 97,53% para las dosis de 50 y 100 mg/kg de peso, respectivamente. Trasladando
estas reducciones a una escala de comparacion entre las dos formulaciones podemos decir que
la formulacion de albendazol en hidroxipropil-B-ciclodextrina es un 41,84% mas eficaz para la
dosis de 50 mg/kg de peso y un 96,18% para la dosis de 100 mg/kg de peso que la de
referencia formulada en carboximetil celulosa sddica (Tabla 15).

La significacion estadistica de estos porcentajes de reduccidon se determind previo calculo
de la t de Student, considerandose significativos aquellos porcentajes con valor de p inferior a
0,05.

En este estudio se comprobd que en el tratamiento de larvas enquistadas de 7. spiralis
ambas formulaciones presentan un rango de actividad dispar, rozando la significacion
estadistica, para la formulacion de albendazol en la suspension de carboximetil celulosa en la

dosis de 50 mg/kg de peso, mientras que para el resto de dosis y formulaciones resultan
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claramente significativas desde el punto de vista estadistico. Por otro lado se demostrd que la
nueva formulacion de albendazol en complejos de inclusion de hidroxipropil-B-ciclodextrina
mejora considerablemente la actividad del principio activo, siendo estadisticamente significativo

el porcentaje de reduccién en todos los casos.
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RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL ESTUDIO FRENTE A LA FASE MUSCULAR

TABLA 11. ALBENDAZOL EN CARBOXIMETIL CELULOSA 50 MG/KG PESO

75283,7 117482,4
_I 69930 87246

| 69980,8 42091,2
| 60379,2 62470,8
s 78215,8 84182,8
e 92546,5 29570,4
| 78721,2 36230,4

|
|
|
|
|
|
|
s 78055,2 | 65667,6
|
|
|
|
|
|
|
|

| 62204,4 133999,2
| 63003,6 35164,8
| 110556 37962

| 98654,9 19580,4
13 82546,8 33033,6
] 79976,2 54478,8
I 15 | 106706,3 66333,6
[ 16 | 1000894 72727,2

B GRUPO CONTROL
@ GRUPO TRATADO

N° de larvas

Fig. 22. Comparativa del grupo control frente a albendazol formulado
en carboximetil celulosa sodica a dosis de 50 mg/kg de peso
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RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL ESTUDIO FRENTE A LA FASE MUSCULAR

TABLA 12. ALBENDAZOL EN CARBOXIMETIL CELULOSA 100 MG/KG PESO

75283,7 51948
_I 69930 65934

| 69980,8 72061,2
T 60379,2 44755,2
s 78215,8 67399,2
e 92546,5 22910,4
| 78721,2 94572

|
|
|
|
|
|
|
s 78055,2 | 57009,6
|
|
|
|
|
|
|
|

| 62204,4 57276
| 63003,6 36496,8
| 110556 55810,8
| 98654,9 37562,4
13 82546,8 53013,6
] 79976,2 12787,2
I 15 | 106706,3 73260
[ 16 | 1000894 40226,4

B GRUPO CONTROL
@ GRUPO TRATADO

N° de larvas

Fig. 23. Comparativa del grupo control frente a albendazol formulado
en carboximetil celulosa sodica a dosis de 100 mg/kg de peso
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RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL ESTUDIO FRENTE A LA FASE MUSCULAR

TABLA 13. ALBENDAZOL EN HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA 50 MG/KG PESO

75283,7 27572
_I 69930 72194

| 69980,8 1465,2

] 60379,2 58874,4
s 78215,8 23842,8
e 92546,5 77389,2
] 78721,2 14650,2

|
|
|
|
|
|
|
s 78055,2 | 38095,2
|
|
|
|
|
|
|
|

| 62204,4 17031,6
| 63003,6 41691,6
| 110556 10731,6
] 98654,9 26506,8
I 82546,8 31168,8
I 79976,2 26506,8
[ 15| 106706,3 81118,8
[ 16 | 1000894 20131,2

E GRUPO CONTROL
@ GRUPO TRATADO

N° de larvas

Fig. 24. Comparativa del grupo control frente a albendazol formulado
en hidroxipropil-B-ciclodextrina a dosis de 50 mg/kg de peso
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RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL ESTUDIO FRENTE A LA FASE MUSCULAR

TABLA 14. ALBENDAZOL EN HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA 100 MG/KG PESO

75283,7 1185,8
_I 69930 3916
o3 | 699808 266,4
4| 603792 532,8
s 78215,8 5875,2
e 92546,5 4275,2
7 787212 2868

|
|
|
|
|
|
|
s 78055,2 | 4079,2
|
|
|
|
|
|
|
|

9] 622044 133,2
o 10 | 630036 799,2
o 11| 110556 666

] 98654,9 2170,8
I 82546,8 3303,6
I 79976,2 1731,6
15| 1067063 110

[ 16 | 1000894 301,4

E GRUPO CONTROL
@ GRUPO TRATADO

N° de larvas

Fig. 25. Comparativa del grupo control frente a albendazol formulado
en hidroxipropil-B-ciclodextrina a dosis de 100 mg/kg de peso
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RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL ESTUDIO FRENTE A LA FASE MUSCULAR

TABLA 15. COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA DE CARBOXIMETIL
CELULOSA FRENTE A HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA

117482,4 27572 . 51948 | 1185,8
87246 72194 . 65934 | 3916
42091,2 1465,2 . 72061,2 | 266,4
62470,8 58874,4 | 447552 | 532,8
84182,8 23842,8 | 67399,2 | 5875,2
29570,4 77389,2 229104 | 4275,2
36230,4 14650,2 | 94572 | 2868
65667,6 380952 | 57009,6 | 4079,2
133999,2 17031,6 | 57276 | 133,2
35164,8 41691,6 | 36496,8 | 799,2
37962 10731,6 | 55810,8 | 666
19580,4 26506,8 | 37562,4 | 2170,8
33033,6 31168,8 | 53013,6 | 3303,6
54478,8 26506,8 127872 | 1731,6
66333,6 81118,8 | 73260 | 110
72727,2 20131,2 402264 | 301,4

ABZCMC 50 mglkg

ABZCD 50 mglkg

Dosis

ABZCMC 100 mg/kg

ABZCD 100 mg/kg

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Porcentajes

Fig. 26. Porcentajes comparados de reduccion de larvas en la fase muscular
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8.1.2. Estudio de los parametros farmacocinéticos y biofarmacéuticos.

La tabla 16 muestra el andlisis de los datos obtenidos del estudio biofarmacéutico del
albendazol en sus dos formulaciones. Los parametros farmacocinéticos valorados son la tmay,
Cnax ABCo,., Ke v ty,, a las dosis de 50 y 100 mg/kg de peso para el albendazol y sus
metabolitos, el albendazol sulféxido y la sulfona. La t,s se expresa en horas, la Cna €n pg/mi,

el ABC en pg.h/ml, la K. en horas™, y finalmente la semivida plasmética (t,) en horas.

A partir de los datos obtenidos se puede establecer una correlacion entre el perfil
farmacocinético y la actividad antiparasitaria entre ambas formulaciones, a partir del metabolito
mayoritario y principal responsable de la actividad farmacoldgica, el albendazol sulféxido o
ricobendazol. Asi para la formulacion de referencia a dosis de 100 mg/kg de peso se puede
observar que el ABC aumenta desde 42,36 pg.h/ml a 100,24 pg.h/ml para la formulacion
mejorada, correlacionandose con los porcentajes de reduccion frente a los controles que
aumentan también desde 35,51 a 97,54% para cada una de las formulaciones,
respectivamente. De igual forma a dosis de 50 mg/kg de peso las ABC son 30,92 ug.h/ml para
la formulacion de CMC, y de 57,18 ug.h/ml para la formulacion en CD, obteniéndose unas

reducciones de larvas de 25,17 y 56,47% respectivamente.

En los valores obtenidos del albendazol también se observa un incremento considerable en
la Crsx que va desde 0,068 pg/ml para la dosis de 50 mg/kg de peso en la formulacién de
referencia hasta los 0,35 pg/ml para la formulacidn en complejos de ciclodextrina. Lo mismo
ocurre para la dosis de 100 mg/kg de peso, donde los valores van de 0,1 pug/ml a 0,38 pg/ml
respectivamente. El ABC también muestra un incremento considerable en la dosis de 50 mg/kg
de peso al pasar de 0,20 yg.h/ml (CMC) a 0,49 pg.h/ml en la formulacion de ciclodextrinas, sin
embargo este incremento no es tan importante cuando la dosis analizada es la de 100 mg/kg

de peso donde paramos de 0,73 pg.h/ml a 0,99 ug.h/ml respectivamente.

Importante destacar el gran incremento en ABC que sufre el metabolito inactivo albendazol

sulfona en ambas dosis pasando de 0,87 pg.h/ml a 2,19 ug.h/ml y 3,53 pg.h/ml.
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TABLA 16. ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO FARMACOCINETICO DEL ALBENDAZOL EN
CARBOXIMETIL CELULOSA SODICA E HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA A DOSIS DE 50 Y
100 MG/KG DE PESO

| | |
0,068ug/ml 0,1 ug/ml 0,35ug/ml 0,38 ug/mi
Cmax | [ |
'ABC | 020ugh/ml | 073ugh/ml | | 0,49 ug.h/ml | 0,99 ug.h/ml
_| 074h-1 | 0,07 h-1 | 035h1 | 013h1
2 0,92 h | 8,89 h | 194h | 525h
| | | 241,97% \ 136,08%

1,25h

| 1,75 h |

1,5h \

1,75 h

4,76ug/ml

| 5,13 ug/ml

7,91ug/ml \

14,42 ug/mi

'ABC | 30,92ug.h/ml | 42,36 ug.h/mi

57,18 ug.h/ml y 100,24 ug.h/ml

|
|
| 0,18 h-1 |
|
|

|
|
|
- 0146h-1 |
|
|

_| 0,10 h-1 0,20 h-1
_| 6,74 h | 3,75h 4,74 h | 3,43 h
F(bd relat.) | 184,93% | 236,60%

=W @@

| | [l |
"Somg/kg |["100mofkg | [ SOmg/kg | 100ma/kg

Tmax 2h | 1,5h | 075h | 1,56 h
‘Cmax | 023ug/ml | 029ug/ml | | 024ug/ml | 0,62 ug/ml
'ABC | 087ugh/ml | 087ugh/ml | | 2,19ugh/ml | 3,53 ug.h/ml
‘Ke | o23ht | 023ht | | odih1 | 033h1
‘&2 | 29h | 29%h | | 58h |  205h
F(bd relat.) | | 251,36% | 405,07%
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8.1.2.1. Farmacocinética comparada del albendazol a la dosis de 50 mg/kg de peso.

Se procede al estudio comparado de los perfiles farmacocinéticas del albendazol formulados
en suspension en carboximetil celulosa sédica (Tabla 17) y en solucién formando complejos de
inclusion en hidroxipropil-B-ciclodextrina (Tabla 18). El analisis estadistico de los datos mediante
la £ de Student, pone de manifiesto la existencia de diferencias significativas (p<0,05) para los
niveles plasmaticos del albendazol a tiempos de 0,25 y 0,5 horas, administrado bajo las dos
formulaciones. Para el metabolito activo albendazol sulféxido, la significacidon se extiende hasta
las 6 horas. Los perfiles obtenidos para el metabolito inactivo albendazol sulfona, bajo las dos
formulaciones objeto del estudio, mostraron diferencias significativas en el ABC a las 2 dosis

ensayadas y el los parametros tma, ty, Y Ke a las dosis de 50 mg/kg de peso.

No se observan diferencias significativas en cuanto a la cinética de separacion
enantiomérica del albendazol sulféxido bajo las dos formulaciones (Tablas 19 y 20). Los
porcentajes de enantiomero ABZSO (+) y ABZSO (-) calculados mediante analisis polarimétrico,
ponen de manifiesto que a partir de una proporcion -/+ del 62,6/37,4 y del 64,5/35,5 a los 15
minutos de la administracion en las formulaciones de carboximetil celulosa sddica e
hidroxipropil-B-ciclodextrina, respectivamente, se produce un aumento paulatino en Ia
proporcion del ABZSO (-) hasta alcanzar porcentajes del 80% a las 6 horas en ambas

formulaciones.
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TABLA 17. PERFIL FARMACOCINETICO DE LA SUSPENSION DE ALBENDAZOL EN
CARBOXIMETIL CELULOSA SODICA ADMINISTRADO A LA DOSIS DE 50 mg/kg DE PESO

005 | 001 | 062 | | |
_| 004 | o002 | 16 | 0,4 . 005 | 002
o075 | o006 | o003 | 39 | 13 | o012 | 002
.15 | o002 | o0t | 41 | o7 | 023 | 006
3 | o0t | o0 24 | 11 | 023 | 006
6 | o0t | o0 12 | ot | ot | 002
24 | o031 | o1 | |
6 -
% —— CONC. ABZ
3_3 ~—+— CONC. ABZSO
3 CONC. ABZSO2
g L 2
§ [
5
04 — . . T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (horas)

Fig. 27. Perfil farmacocinético de la suspension de albendazol en carboximetil
celulosa sédica administrado a la dosis de 50 mg/kg de peso

TABLA 18. PERFIL FARMACOCINETICO DE LA SOLUCION DE ALBENDAZOL EN
HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA ADMINISTRADO A LA DOSIS DE 50 mg/kg DE PESO

035 | 007 | | | |
_| 011 | 0,02 | 3,6 | 1,1 013 | 0,03
o075 | o006 | o003 | 72 | 14 | 024 | 004
S 15 | o004 | o002 | 69 | 09 022 | 0
.3 | o004 | o003 | 49 | 27 | 019 | o1
6 | o002 | 0 28 | 0 013 | o1
24| | . 024 | 005 | |
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—+— CONC. ABZ
—+—CONC. ABZSO
CONC. ABZS02

Concentraciones plasmaticas (ug/ml)

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (horas)

Fig. 28. Perfil farmacocinético de la suspension de albendazol en hidroxipropil-B-
ciclodextrina administrado a la dosis de 50 mg/kg de peso

Dado que el metabolito mayoritario, y por lo tanto al que se le asigna la actividad
farmacoldgica es el albendazol sulféxido o ricobendazol, en la figura 29 mostramos las curvas
farmacocinéticas comparadas de las dos formulaciones objeto de estudio, donde se observa

claramente como la complejacion de la molécula proporciona una mayor biodisponibilidad.

-

o N B~ O 00 O

CONC.RBZCMC
el CONC.RBZCD

L

0 10 20 30

Concentraciones plasmaticas
(uh/ml)

Tiempo (horas)

Fig. 29. Curvas de biodisponibilidad comparada del albendazol sulféxido (RBZ)
formulado en carboximetil celulosa sédica frente al formulado en hidroxipropil-B-
ciclodextrina a la dosis de 50 mg/kg de peso

Se realizd andlisis enantiomérico del albendazol sulfoxido (Tablas 19 y 20),
observandose un mayor porcentaje del enantiomero (-), opuestamente a los datos referidos en
otros estudios con diferentes especies de hospedador donde ha sido el enantidmero (+) el
predominante. Esta tendencia se muestra tanto en la formulacion de referencia como en la

complejada.
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TABLA 19. ANALISIS ENANTIOMERICO DE LA MOLECULA DE ALBENDAZOL SULFOXIDO
FORMULADO EN CARBOXIMETIL CELULOSA SODICA A LA DOSIS DE 50 mg/kg DE PESO

TIEMPO ABZSO (-) % D.S. ABZSO (+) % D.S.
0,25 62,6 3,9 37,4 3,9
0,5 78,2 218
0,75 71 7,1 29 7,1
1,5 77,6 8,2 22,4 8,2
3 82,5 17,5
6 80 20

100
g ° et
8 60 —— ABZSO(-)
g 0 —— ABZSO(+)
5
g 5 I\/{\F
0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (horas)

Fig. 30. Perfil enantiomérico del albendazol sulféxido en carboximetil celulosa
sodica a la dosis de 50 mg/kg de peso

TABLA 20. ANALISIS ENANTIOMERICO DE LA MOLECULA DE ALBENDAZOL SULFOXIDO
FORMULADO EN HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA A LA DOSIS DE 50 mg/kg DE PESO

TIEMPO ABZSO (-) % D.S. ABZSO (+) % D.S.
0,25 64,5 14 35,5 14
0,5 68,8 7,1 31,2 7,1
0,75 75,2 1,3 24,8 1,3
1,5 74,8 6,3 25,2 6,3
3 75,7 4,2 24,3 4,2
6 80 20
90 -
80 - T T
70 1 T L
q'_;‘ 60 -
£ 50 —— ABZS0(-)
g 40 A ‘k = ABZSO(+)
e 30 1 T
20 L t
10 |
0 : : : : : ‘
0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (horas)

Fig. 31. Perfil enantiomérico del albendazol sulféxido en hidroxipropil-B-
ciclodextrina a la dosis de 50 mg/kg de peso
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8.1.2.2. Farmacocinética comparada del albendazol a la dosis de 100 mg/kg de peso.

Se procede al estudio comparado de los perfiles farmacocinéticos del albendazol formulados
en suspension en carboximetil celulosa sédica (Tabla 21) y en solucién formando complejos de
inclusion en hidroxipropil-B-ciclodextrina (Tabla 22). El analisis estadistico de los datos mediante
la t de Student, pone de manifiesto la existencia de diferencias significativas (p<0,05) para los
niveles plasmaticos del albendazol hasta 1,5 horas, administrado bajo las dos formulaciones,
mientras que para el metabolito activo albendazol sulféxido, la significacion se extiende hasta
las 24 horas. Los perfiles obtenidos para el metabolito inactivo albendazol sulfona, muestran
diferencias significativas para las concentraciones que van desde el punto 0,5 horas hasta el de

6 horas, a favor de la formulacion de ciclodextrinas.

No se observan diferencias significativas en cuanto a la cinética de separacion
enantiomérica del albendazol sulfoxido bajo las dos formulaciones (Tablas 23 y 24). Los
porcentajes de enantiomero ABZSO (+) y ABZSO (-) calculados mediante analisis polarimétrico,
ponen de manifiesto que a partir de una proporcion -/+ del 51,7/48,3 y del 54,5/45,5 a los 15
minutos de la administracion en las formulaciones de carboximetil celulosa sddica e
hidroxipropil-B-ciclodextrina, respectivamente, se produce un aumento paulatino en Ia
proporcion del ABZSO (-) hasta alcanzar porcentajes del 80% a las 6 horas en ambas

formulaciones.
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TABLA 21. PERFIL FARMACOCINETICO DE LA SUSPENSION DE ALBENDAZOL EN
CARBOXIMETIL CELULOSA SODICA ADMINISTRADO A LA DOSIS DE 100 mg/kg DE PESO

006 002 | | . 004 | 0,03
_l 006 | 00 | 2,7 | 0,8 0,05 |
o7 | o0s | o001 | 35 | 075 | 0093 |
15 | o006 | o002 | 46 | 05 0296 | 0,03
.3 | o008 | 003 | 34 | 2 | 0209 | 0,08
6 | 002 | 24 [ 13 | 0 [ 007
. 24 | o0t | 002 | 0074 | o001 | 0 |

o

o

I

——CONC. ABZ
—+—CONC. ABZSO
CONC. ABZS02

N

Concentraciones plasmaticas (ug/ml)
- w

o

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (horas)

Fig. 32. Perfil farmacocinético de la suspension de albendazol en carboximetil
celulosa sédica administrado a la dosis de 100 mg/kg de peso

TABLA 22. PERFIL FARMACOCINETICO DE LA SOLUCION DE ALBENDAZOL EN
HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA ADMINISTRADO A LA DOSIS DE 100 mg/kg DE PESO

| | | . 003 | 0,035
_l 0,43 - 001 | 9,5 | 2,7 0,244 | 0,085
fo0725 | 02 | o003 | 11,4 | 13 0387 | 0,045
.15 | o013 | 003 | 10 L 42 0,6 . 0,31
3 | o008 | o004 | 11,9 | 33 0,5 0,26
6 | o002 | . 46 | 22 | o014 | 018
24| o001 | o015 | 005 | 0 |
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———CONC. ABZ
—+— CONC. ABZSO
CONC. ABZS02

Concentraciones plasmaticas (ug/ml)

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (horas)

Fig. 33. Perfil farmacocinético de la suspensién de albendazol en hidroxipropil-f-
ciclodextrina administrado a la dosis de 100 mg/kg de peso

Dado que el metabolito mayoritario, y por lo tanto al que se le asigna la actividad
farmacoldgica es el albendazol sulféxido o ricobendazol, en la figura 34 mostramos las curvas
farmacocinéticas comparadas de las dos formulaciones objeto de estudio, donde se observa

claramente como la complejacion de la molécula proporciona una mayor biodisponibilidad.

N
(=)
]

-
[¢)]
|

-
o

CONC.RBZCMC
eis CONC.RBZCD

6]

Concentraciones plasmaticas
(uh/ml)
n

Tiempo (horas)

Fig. 34. Curvas de biodisponibilidad comparada del albendazol sulféxido (RBZ)
formulado en carboximetil celulosa sodica frente al formulado en hidroxipropil-B-
ciclodextrina a la dosis de 100 mg/kg de peso

Se realizd andlisis enantiomérico del albendazol sulfoxido (Tablas 23 y 24),
observandose un mayor porcentaje del enantidmero (-), opuestamente a los datos referidos en
otros estudios con diferentes especies de hospedador donde ha sido el enantidmero (+) el
predominante. Esta tendencia se muestra tanto en la formulacion de referencia como en la

complejada.
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TABLA 23. ANALISIS ENANTIOMERICO DE LA MOLECULA DE ALBENDAZOL SULFOXIDO
FORMULADO EN CARBOXIMETIL CELULOSA SODICA A LA DOSIS DE 100 mg/kg DE PESO

w
o
I

TIEMPO ABZSO (-) % D.S. ABZSO (+) % D.S.
0,25 51,7 51 48,3 51
0,5 64,1 20 35,9 20
0,75 65,1 6,3 34,9 6,3
1,5 68,2 9 31,8 9

3 74,1 25,9
6 80 20
90
80 _—*
70 -
.% 60 |
£ 50 | ——RBZ(-)
S 40 —=—RBZ (+)
=]
-8

=N
o o
T

o

0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (horas)

Fig. 35. Perfil enantiomérico del albendazol sulféxido en carboximetil celulosa
sodica a la dosis de 100 mg/kg de peso

TABLA 24. ANALISIS ENANTIOMERICO DE LA MOLECULA DE ALBENDAZOL SULFOXIDO
FORMULADO EN HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA A LA DOSIS DE 100 mg/kg DE PESO

TIEMPO ABZSO (-) % D.S. ABZSO (+) % D.S.
0,25 54,5 2,8 45,5 2,8
0,5 54,6 16,4 45,4 16,4
0,75 63,4 3 36,6 3
1,5 67,2 7,2 32,8 7,2

3 69 0,4 31 0,4
6 80,1 7,3 19,9 7,3
100 |
90 |
80 |
o 704
‘E 601 ——RBZ (-)
H maie
£ 30
20 |
0 |
0

0 : 2 3 4 5 6 7
Tiempo (horas)

Fig. 36. Perfil enantiomérico del albendazol sulfoxido en hidroxipropil-8-
ciclodextrina a la dosis de 100 mg/kg de peso
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8.2. MODIFICACION DE LA PAUTA POSOLOGICA DEL TRATAMIENTO FRENTE A LA
FASE MIGRATORIA DE 7RICHINELLA SPIRALIS.

Las tablas 25 a 31 recogen los resultados obtenidos durante el estudio de modificacion de la
pauta posoldgica del tratamiento frente a la fase migratoria del ciclo bioldgico del parasito.
Durante este experimento se administré albendazol en régimen de dosis multiple (50 mg/kg de
peso) formulado en complejo de hidroxipropil-B-ciclodextrina, administrado por sonda

bucogastrica, bajo las siguientes pautas:

e 19 grupo: dias 7, 8 y 9 post infeccion (Tabla 25).

e 20 grupo: dias 10, 11 y 12 post infeccién (Tabla 26).
e 39 grupo: dias 13, 14 y 15 post infeccion (Tabla 27).
e 40 grupo: dias 16, 17 y 18 post infeccidn (Tabla 28).
e 50 grupo: dias 19, 20 y 21 post infeccién (Tabla 29).
e 69 grupo: dias 22, 23 y 24 post infeccion (Tabla 30).

En este estudio se emplearon ratones machos de la estirpe Swiss CD-1 de un peso

aproximado de 35 gr, dispuestos en distintos lotes de 10 animales cada uno.

En todos los casos y tanto en el lote control como en los problemas, el sacrificio de los
ratones se realizd a partir del dia 45 post infeccion. En el recuento de larvas obtenidas por
digestion de la canal se determind la media aritmética, desviacion estandar y eficacia,
expresada como porcentaje de reduccion de larvas recuperadas en los lotes problema, con

respecto al control.

La significacion estadistica del porcentaje de reduccion se determind previo calculo de la ¢

de Student, considerandose significativos aquellos porcentajes con valor de pinferior a 0,05.

Se comprobd que para todas las pautas terapéuticas referidas el rango de actividad fue
similar, confirmando que esta fase del ciclo biolégico es la de mayor complejidad en el
tratamiento. Los porcentajes de reduccion, si bien mas bajos que en las otras fases, resultan

estadisticamente significativos.
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RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL ESTUDIO FRENTE A LA FASE MIGRATORIA

ALBENDAZOL EN HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA 50 MG/KG PESO

TABLA 25. PAUTA POSOLOGICA ESTABLECIDA: DIAS 7, 8 Y 9 POST INFECCION

] 54498,8 | 35764,2
] 48559,4 | 31435,2
1 67998,6 | 30702,6
1 56943 | 17649
1 45651 | 490176
e 57209,4 | 37562,4
| 45031,6 | 26107,2
1 62268 214452
- ] 61712,2 | 51881,4
- ] 56342,2 | 53213,4

60000

50000
40000
N° de larvas 30000
20000

10000
0

O GRUPO CONTROL
O GRUPO TRATADO

Fig. 37. Comparativa del grupo control frente a albendazol formulado
en hidroxipropil-B-ciclodextrina a dosis de 50 mg/kg de peso, con una
modificacion en la pauta posoldgica establecida los dias 7, 8 y 9 p.i.
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RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL ESTUDIO FRENTE A LA FASE MIGRATORIA

ALBENDAZOL EN HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA 50 MG/KG PESO

TABLA 26. PAUTA POSOLOGICA ESTABLECIDA: DIAS 10, 11 Y 12 POST INFECCION

] 54498,8 | 34898,4
] 48559,4 | 39027,6
3| 679986 | 33300
1 56943 | 351648
1 45651 | 354312
e 57209,4 | 26839,8
| 45031,6 | 31035,6
1 62268 | 318348
| 61712,2 | 23909,4
I T 56342,2 | 22377,6

60000,00

50000,00

40000,00

N° de larvas 30000,00
20000,00

10000,00

0,00

O GRUPO CONTROL
O GRUPO TRATADO

Fig. 38. Comparativa del grupo control frente a albendazol formulado
en hidroxipropil-B-ciclodextrina a dosis de 50 mg/kg de peso, con una
modificacion en la pauta posoldgica establecida los dias 10, 11 y 12 p.i.
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RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL ESTUDIO FRENTE A LA FASE MIGRATORIA

ALBENDAZOL EN HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA 50 MG/KG PESO

TABLA 27. PAUTA POSOLOGICA ESTABLECIDA: DIAS 13, 14 Y 15 POST INFECCION

] 54498,8 | 22975,64
| 48559,4 | 12787,2
1 67998,6 | 32234,4
1 56943 | 41272

1 45651 | 387612
e 57209,4 | 31596,4
7 | 450816 | 33966

1 62268 | 22091,2
| 61712,2 | 31568,4
1w 56342,2 | 26991,2

60000

50000
40000
N° de larvas 30000
20000

10000
0

O GRUPO CONTROL
O GRUPO TRATADO

Fig. 39. Comparativa del grupo control frente a albendazol formulado
en hidroxipropil-B-ciclodextrina a dosis de 50 mg/kg de peso, con una
modificacion en la pauta posoldgica establecida los dias 13, 14 y 15 p.i.
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RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL ESTUDIO FRENTE A LA FASE MIGRATORIA

ALBENDAZOL EN HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA 50 MG/KG PESO

TABLA 28. PAUTA POSOLOGICA ESTABLECIDA: DIAS 16, 17 Y 18 POST INFECCION

o1 544988 | 5860,8
] 48559,4 | 38361,6
1 67998,6 | 32367,6
1 56943 | 215784
1 45651 | 73926
e 57209,4 | 20246,4
| 45031,6 | 35031,6
1 62268 | 29304
- ] 61712,2 | 32101,2
- ] 56342,2 | 30001,8

60000

50000
40000
N° de larvas 30000
20000

10000
0

O GRUPO CONTROL
O GRUPO TRATADO

Fig. 40. Comparativa del grupo control frente a albendazol formulado
en hidroxipropil-B-ciclodextrina a dosis de 50 mg/kg de peso, con una
modificacion en la pauta posoldgica establecida los dias 16, 17 y 18 p.i.
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RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL ESTUDIO FRENTE A LA FASE MIGRATORIA

ALBENDAZOL EN HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA 50 MG/KG PESO

TABLA 29. PAUTA POSOLOGICA ESTABLECIDA: DIAS 19, 20 Y 21 POST INFECCION

] 54498,8 | 33832,8
] 48559,4 | 10256,4
1 67998,6 | 33566,4
1 56943 275724
1 45651 | 367657
e 57209,4 | 33699,6
7 | 450816 | 50616
1 62268 | 444888
| 61712,2 | 28721,2
- ] 56342,2 | 29009,8

60000

50000
40000
N° de larvas 30000
20000

10000
0

O GRUPO CONTROL
O GRUPO TRATADO

Fig. 41. Comparativa del grupo control frente a albendazol formulado
en hidroxipropil-B-ciclodextrina a dosis de 50 mg/kg de peso, con una
modificacion en la pauta posoldgica establecida los dias 19, 20 y 21 p.i.
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RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL ESTUDIO FRENTE A LA FASE MIGRATORIA

ALBENDAZOL EN HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA 50 MG/KG PESO

TABLA 30. PAUTA POSOLOGICA ESTABLECIDA: DIAS 22, 23 Y 24 POST INFECCION

] 54498,8 | 41928,4
| 48559,4 | 21178,8
1 67998,6 | 15717,6
1 56943 | 215984
1 45651 | 370296
e 57209,4 | 59653,6
| 45031,6 | 51415,2
1 62268 | 515084
| 61712,2 | 32367,6
- ] 56342,2 | 40252,5

60000
50000

40000
N° de larvas 30000
20000
10000

0

O GRUPO CONTROL
O GRUPO TRATADO

Fig. 42. Comparativa del grupo control frente a albendazol formulado
en hidroxipropil-B-ciclodextrina a dosis de 50 mg/kg de peso, con una
modificacion en la pauta posoldgica establecida los dias 22, 23 y 24 p.i.
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RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DEL ESTUDIO FRENTE A LA FASE MIGRATORIA

TABLA 31. RESUMEN DE LOS DATOS OBTENIDOS EN LOS ENSAYOS DE MODIFICACION DE
LA PAUTA POSOLOGICA

| MEDIA | 35477,82 | 31381,92 | 2942436 | 31877,94 | 32852,91 | 37265,01
| DESVST | 1253048 | 5406,58 | 845549 | 17476,09 | 10743,18 | 14634,67

" %RED. | 3622 | 4358 | 4710 | 4269 | 40,93 | 33,00

Porcentaje

Dias 7,8 Dias 10, Dias 13, Dias 16, Dias 19, Dias 22,
y9 11y12 14y15 17y18 20y21 23y24

Pauta posolégica

Fig. 43. Porcentajes de reduccion de larvas comparados segln la pauta
posoldgica establecida a lo largo del tiempo
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8.3. MODIFICACION EN LA ABSORCION DE ALBENDAZOL COMO CONSECUENCIA DE
UNA INFECCION INTESTINAL POR 7. SPIRALIS.

La alteracion del epitelio intestinal, como consecuencia del proceso infectivo de 7richinella
spiralis, ofrece un marco inigualable de estudio para valorar la modificacién que, tedricamente,
se debe producir en la absorcion del farmaco albendazol. Los diferentes estados por los que
este epitelio pasa a lo largo de la fase intestinal del ciclo del nematodo, nos puede dar una
vision de como esta alteracion puede condicionar la absorcion de farmacos y por tanto su
biodisponibilidad.

8.3.1. Datos parasitolgicos.

Las tablas 32 a 35 recogen los resultados obtenidos en nimero de adultos recolectados del
intestino delgado, determinandose la media y la desviacion estandar, los dias 1 (control) (Tabla
32), 5 (Tabla 33), 10 (Tabla 34) y 22 (Tabla 35) post infeccion.

Se utilizaron en este estudio ratones Swiss CD-1, machos de 30-35 gr de peso, que fueron

distribuidos en diferentes lotes de 10 animales cada uno.

En todos los casos los ratones fueron infectados con 300150 larvas de T7richinella spiralis,

obtenidas mediante digestion de canales de ratones previamente infectados.

Los animales fueron hidratados y alimentados ad /imitumy en ningun caso se les administro

farmaco alguno.
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TABLA 32. RECUENTO DE ADULTOS REALIZADO EN LOS ANIMALES

SACRIFICADOS EN EL DIA 1 POST-INFECCION (CONTROL)

1 130

I | 112
I | 107
a | 145
I | 136
e 106
I | 110
I 129

112

120

TABLA 33. RECUENTO DE ADULTOS REALIZADO EN LOS ANIMALES

SACRIFIDOS EL DIA 5 POST INFECCION

1 91

I | 107
I | 93
I R 66
I | 138
1 112
I | 123
s 92
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TABLA 34. RECUENTO DE ADULTOS REALIZADO EN LOS ANIMALES

SACRIFIDOS EL DIA 10 POST INFECCION

1 35

1 13
1 5
1 4
1 31
1 23
1 12
1 39

TABLA 35. RECUENTO DE ADULTOS REALIZADO EN LOS ANIMALES

SACRIFIDOS EL DIA 22 POST INFECCION

= O O R O W O O O +—
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En la figura 44 se observa graficamente la evolucion en el nimero de adultos a lo largo

del tiempo durante la fase intestinal.

Ndmero de adultos

140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

5 10 15 20 25
Tiempo (dias)

Fig. 44. Evolucion en el nimero de adultos durante la fase intestinal
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8.3.2. Datos farmacocinéticos.

Las tablas que a continuacion aparecen muestran el analisis de los datos obtenidos del
estudio biofarmacéutico del albendazol (Tabla 36) y del albendazol sulféxido (Tabla 37) en

animal infectado. Los parametros valorados son la tyax, Cmax Y ABCoe.

En el estudio de biodisponibilidad oral se emplearon 144 ratones Swiss CD1 de un peso
aproximado de 30-35 g, alimentados ad /ibitum, que posteriormente fueron separados en 4

grupos.

El albendazol se prepard en una solucién al 20% (p/v) de HPCD (hidroxipropil-B-

ciclodextrina) en HCI 0,2M. El pH final de la soluciéon fue de 0,92.

De los 4 grupos de ratones, uno se empleé como control de biodisponibilidad en animales
sin infectar, separandose posteriormente en 6 lotes de 6 ratones cada uno, obteniendo
muestras de sangre a los tiempos que a continuacion se detallan: 0,25; 0,5; 0,75; 1; 6 y 24
horas. Estas muestras fueron heparinizadas, centrifugadas individualmente y hasta su analisis

por HPLC los plasmas fueron congelados a -30°C.

Los otros tres grupos fueron infectados con 300 + 50 larvas (L1) de Trichinella spiralis GM1

obtenidas tras la digestion de las canales de ratones mantenidos como stock.

La dosis de farmaco administrada fue de 10 mg/kg de peso.

En los grupos infectados se procedié a la toma de muestras los dias 5, 10 y 22 intentando

cubrir diferentes estadios en la fase inflamatoria intestinal.

De la misma manera que el grupo control, los grupos infectados fueron separados en 6 lotes
de 6 animales cada uno y la toma de muestras fue en los mismos tiempos que el control: 0,25;
0,5; 0,75; 1; 6 y 24 horas. Estas muestras de sangre fueron heparinizadas y centrifugadas
individualmente. Tras estos procesos las muestras fueron congeladas hasta la realizacion del

analisis por HPLC.

El analisis de la muestras se realiza mediante un cromatoégrafo liquido modular Jasco.
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TABLA 36. DATOS FARMACOCINETICOS DEL ALBENDAZOL

~ DIASPOSTINFECCION
~ 1(CONTROL) 5 w0 2
| 0,25 h | 0,25 h | 1,25h | 1,5h
‘Cox | o028ug/m | 035ug/m | 476pg/m | 7,91 ug/ml
'ABC | o552pg.h/ml | 0,33 pg.h/ml | 0,42 pg.h/ml | 0,42 pg.h/ml

0,35 -
0,3 | 1
0,25
o] —e—D-0
E 021 M
E 0,15 | D-10
[ —e—D-22
0,1
0,05 - ——
0 T —
0 2 4 6 8

Tiempo (h)

Fig. 45. Perfil farmacocinético del albendazol en animal infectado

TABLA 37. DATOS FARMACOCINETICOS DEL ALBENDAZOL SULFOXIDO

~ DIASPOSTINFECCION
~ _1(CONTROL) 5 10 2
| 0,75 h | 1,5h | 0,75 h | 0,75 h
Cosx | 27tug/ml | 226pg/ml | 1,48ug/ml | 2,33 ug/m
'ABC | 9,31pg.h/ml | 9,74 pg.h/ml | 6,88 pg.h/ml | 9,41 pg.h/ml

—

E ——D-0
E) 0
= D-10
—

o ———D-22

Tiempo (h)

Fig. 46. Perfil farmacocinético del albendazol sulféxido en animal infectado
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8.3.3. Datos histopatoldgicos.

TABLA 38. RESUMEN DE DATOS DEL ESTUDIO HISTOPATOLOGICO
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Intensidad de la inflamacion: 0: Ausente; 1: Leve; 2: Moderada; 3: Severa

D: Duodeno; Y: Yeyuno; I: fleon
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En la tabla 38 se sumarizan los resultados del estudio histopatoldgico del intestino delgado
de los animales infectados, realizado en los dias 1 (control), 5, 10 y 22 post infeccion. En este

caso los animales se distribuyeron en 4 lotes de 5 animales cada uno.

GRUPO CONTROL

El estudio histolégico de segmentos de duodeno, yeyuno e ileon de los ratones control,
muestran en la lamina propia un componente inflamatorio habitual, de escasa intensidad,
constituido por linfocitos, células plasmaticas y polimorfonucleares neutrofilos aislados. No se

observan signos de inflamacion aguda como: criptitis, abcesos cripticos o Ulceras, ni tampoco

hallazgos de inflamacién crénica con alteracion arquitectural como atrofia vellositaria.

Fig. 47. Seccion intestinal grupo control Fig. 48. Seccion intestinal grupo control

GRUPO DIA 5 POST INFECCION
Los 5 ratones infectados y sacrificados el dia 5 presentan en los segmentos de intestino
delgado estudiados: duodeno, yeyuno e ileon, los

siguientes hallazgos:

o Inflamacién aguda leve (1: polimorfonucleares en

escasa cantidad y de forma salpicada ) en los
ratones 2, 3, 4 y 5, a nivel de duodeno y yeyuno
( raton 2), yeyuno e ileon ( ratones 3 y 5) y
yeyuno ( ratén 4 )

¢ Inflamacién aguda moderada (2:

polimorfonucleares formando pequefios grupos

de forma salpicada ) en los ratones 1 y 4, a nivel

de duodeno y yeyuno ( ratén 1) e ileon ( ratén

Fig. 49. Seccion intestinal grupo dia 5
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4) y criptitis ( polimorfonucleares en el epitelio de las criptas ) en duodeno y yeyuno de
ratdn 1 e ileon de ratones 3 y 4). Solamente en un ratdn ( ratdén 4) y a nivel de yeyuno
se observa un abceso criptico ( polimorfonucleares en la luz de las criptas).

o Inflamacidon crénica leve en todos los segmentos intestinales del raton 1, en el

duodeno de los ratones 2 y 3, en el ileon del raton 4 y en el yeyuno del raton 5.

En todos los ratones se observo la presencia de
Trichinella, apreciandose en todos los segmentos
estudiados (duodeno, yeyuno e ileon) en los ratones
3y 5; en yeyuno e ileon en los ratones 1y 4y a

nivel de duodeno y yeyuno en el raton 2.

— — 14

Fig. 50. Seccion de un adulto de 7.spiralis

En ninguno de los ratones de este periodo se observd ulceracion del epitelio, ni atrofia

vellositaria.

GRUPO DIA 10 POST INFECCION

Los 5 ratones infectados y sacrificados el dia 10 presentan en los segmentos de intestino

delgado estudiados: duodeno, yeyuno e ileon, los siguientes hallazgos :

e Inflamacién aguda severa ( 3 : numerosos polimorfonucleares que se extienden a

todos los niveles de la lamina propia y de
forma difusa ) en todos los ratones,
afectando a todos los segmentos en los
ratones 2 y 4, a yeyuno e ileon en el
ratén 1, a duodeno y yeyuno en el ratén 3
y ayeyuno en el ratdén 5 .

e Inflamacién aguda moderada en algunos

segmentos de todos los ratones, excepto en

el ratén 2; en el duodeno en los ratones 1y

Fig. 51. Polimorfonucleares en lamina propia

4, en ileon en el raton 3 y en duodeno e
ileon en el raton 5. Todos los ratones y en todos los segmentos presentan imagenes de
criptitis y se observan abcesos cripticos en el duodeno del ratén 2 y en el yeyuno del

raton 5.
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¢ Inflamacién crénica moderada (2: infiltrado inflamatorio de linfocitos y plasmaticas de

moderada intensidad) en duodeno y yeyuno de los ratones 1, 3 y 4 y yeyuno de los

ratones 2 y 5.

e Inflamacién crénica leve en duodeno e

ileon de los ratones 2 y 5, e ileon de los

ratones 1 3 y 4.

Fig. 52. Acceso criptico

En todos los ratones se observa la presencia
de Trichinella no evidenciandose en ninguno de
ellos en todos los segmentos intestinales
estudiados, apreciandose Unicamente en yeyuno

e ileon en los ratones 1,2 y 4 y en yeyuno en los

ratones 3y 5.

Fig. 53. Seccion de adulto de 7. spiralis

No se observd ulceracion ni atrofia vellositaria en ninguno de los ratones.

GRUPO DIA 22 POST INFECCION

Los 5 ratones infectados y sacrificados el dia 22 presentan en los segmentos de intestino

delgado estudiados: duodeno, yeyuno e ileon, los siguientes hallazgos:

¢ Inflamacién aguda leve o ausente a nivel de duodeno en todos los ratones, afectando

también a yeyuno y a ileon en los ratones 3 y 4 respectivamente, sin evidencias de
abcesos cripticos.

¢ Inflamacidn crénica leve o ausente a nivel de yeyuno e ileon se evidencia en los ratones

2 y 3 y Unicamente en duodeno en el raton 4, los demas no presentan cambios

inflamatorios crénicos significativos.

En ninguno de los ratones de este periodo se objetivd la presencia de T7richinella, abcesos

cripticos, Ulcera, ni atrofia vellositaria.
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Fig. 55. Seccion intestinal grupo dia 22
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8.4. MODELO DE ESTUDIO FARMACOCINETICO DEL ALBENDAZOL SULFOXIDO EN
LARVAS MUSCULARES DE TRICHINELLA SPIRALIS.

El estudio del comportamiento farmacocinética del albendazol en el hospedador ha sido
realizado en numerosas ocasiones, sin embargo, el comportamiento del mismo en el parasito se
esta empezando a abordar actualmente y sélo en determinadas especies parasitarias que por su
tamafio lo permiten. En nuestro caso y dado que nuestro modelo experimental es 7richinella
spiralis, hemos querido desarrollar un modelo de estudio que nos permita entender la realidad
en este nematodo.

8.4.1. Ensayos ex vivo.

El estudio se basa en un modelo ex vivo en el que el parasito se encuentra en contacto con
el farmaco y pasado un periodo de tiempo determinado se administra a ratones para
determinar su infectividad.

Las larvas de Trichinella spiralis GM1 (MFEL/SP/G2/GM1 cepa 1SS48; Centro de Referencia
de Trichinella, Istituto Superiore di Sanitad, Roma, Italia) fueron obtenidas de las canales de
ratones previamente infectados, mediante digestion artificial estandar. Tras el aislamiento, las
larvas fueron separadas usando un aparato Baerman y posteriormente lavadas 10 veces por
sedimentacion pasiva con una solucion buffer fosfato que contenia antibidticos. Las larvas
fueron suspendidas (500 + 50 larvas/ml) en un medio de cultivo consistente en una solucion
Hanks (HBSS) con antibidtico (50 unidades/ml de penicilina y 50 pg/ml de estreptomicina
(Sigma Chemical Co.). En estas condiciones el 68% de las larvas incubadas mantuvieron su

capacidad infectiva frente a un control no incubado.

Para evaluar los diferentes compuestos, se afiadieron 0,2 ml de suspension con larvas a
cada uno de los pocillos de una placa de 24 (Costar) y se mezclaron con 1,8 ml de solucion,
bien de ricobendazol racémico o bien de uno u otro de los enantidmeros purificados segun el
punto 7.2.5 de materiales y métodos. Se ensayaron diferentes concentraciones de cada
solucion en 6 pocillos de cada placa, mientras que como control, 6 de los pocillos se incubaron
solo con larvas en el medio pero sin farmaco. Tras 24 horas en un incubador convencional de
microaerobiosis (5% CO,) a 37°C las larvas fueron observadas utilizando un microscopio de luz
invertida. Después de retirar cuidadosamente 1,5 ml de medio de cada pocillo, las larvas
contenidas en los restante 0,5 ml (100 + 10), fueron administradas a los correspondientes 6

ratones machos Swiss CD1 de 8 semanas de edad. Como control se utilizd otro grupo de 6
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ratones de caracteristicas homogéneas al que se infectd 24 horas antes con larvas recién
aisladas. Cinco dias después de la infeccion (6 dias para el control) los ratones fueron
sacrificados mediante sobredosis de cloroformo, retirando su intestino delgado por traccion y
abriéndolo longitudinalmente. Cada intestino se llevd a gasas sanitarias siendo incubados en
solucién salina durante 4 horas a 37°C. Pasado este tiempo se retiraron los intestinos y se
procedid al recuento de los gusanos adultos liberados del mismo, mediante un microscopio

optico.

El nimero medio de gusanos obtenidos de animales infectados con las larvas tratadas fue
comparado con aquellos obtenidos a partir de animales infectados con larvas incubadas pero no
tratadas, utilizando la t de Student como parametro estadistico. El grado de significacion fue
establecido en P< 0,05y P< 0,01.

Después de 24 horas de incubacién en medio, sélo se produjo un 33,9% de reduccién en la
viabilidad larvaria como muestra la tabla 39. Mientras que 66,8 gusanos fueron recuperados de
los animales infectados con larvas no incubadas, este dato desciende a 44,1 cuando los
animales fueron infectados con las larvas control que habian sido incubadas durante 24 horas
en el medio solo. Esta reduccion puede reflejar el efecto nocivo que una atmoésfera al 5% de
CO, puede provocar en el mantenimiento de las larvas, hecho corroborado en un estudio
anterior que mostré que para mantener totalmente la capacidad infectiva de las larvas de 7.
spiralis cultivadas en un medio de cultivo celular, eran necesarias condiciones de total
anaerobiosis (Bolas, 2002). Sin embargo bajo esas condiciones anaerdbicas, las larvas no son
sensibles a los farmacos (probablemente debido a una condicidon hipobidtica), por lo tanto, es

necesario algun grado de aerobiosis para poder detectar actividad antihelmintica.

Se evaluaron concentraciones de racémico de ricobendazol en un rango entre 0,06 y 1
Mg/ml (Tabla 39). La observacion visual de las larvas al microscopio Optico tras la incubacién no
mostrd diferencias entre las larvas tratadas y no tratadas, en ninguna de las concentraciones
analizadas. Sin embargo en el ensayo de viabilidad larvaria era presumible que el racémico de
ricobendazol tendria una elevada actividad en la reduccién de la viabilidad de las larvas a
concentraciones de 0,25; 0,5 y 1 pug/ml. A estas concentraciones la viabilidad y capacidad de
infeccion de las larvas se redujo entre un 92,5 y un 99,6% comparado con el control sin tratar.
Menor actividad, pero todavia significativa, fue registrada a la concentracion de 0,12 pg/ml

(74,3%), mientras que a 0,06 pg/ml no se observé una reduccion significativa (P < 0,05).
Por otro lado comparamos la actividad antilarvaria del racémico de ricobendazol,

ricobendazol (+) y ricobendazol (-) a concentraciones de 0,5 pg/ml (experimento 1) y 0,1 y

0,01 pg/ml (experimento 2). Todos los compuestos fueron muy activos a 0,5 pg/ml,
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produciendo una reduccion significativa (P < 0,01) en viabilidad larvaria comparada con el
control (Tabla 40). El ricobendazol (+) todavia presentd alta actividad a la concentracion de 0,1
pg/ml, produciendo una reduccion de 84,4% en viabilidad (P < 0,01), la cual fue mayor que la
observada para el racémico de ricobendazol (69,3%, P < 0,05). A esta concentracion el
ricobendazol (-) no produjo una reduccion significativa en viabilidad larvaria (30,1%). Ninguno
de los tres compuestos fue significativamente activo a la dosis de 0,01 pg/ml, dando lugar a
reducciones de 0,00; 33,4 y 26,61% para el racémico de ricobendazol, ricobendazol (+) y
ricobendazol (-) respectivamente (P < 0,05). Sin embargo, observamos alguna evidencia de
que ricobendazol (+) a 0,01 pg/ml puede provocar una respuesta significativa y esto sera

objeto de estudios futuros mas detallados.

TABLA 39. VIABILIDAD LARVARIA DESPUES DEL TRATAMIENTO /N VITRO CON ALBENDAZOL
SULFOXIDO (RICOBENDAZOL) A DIFERENTES CONCENTRACIONES

Concentracién Media de gusanos % Reduccidn”
(ug/ml) adultos (DS)
66,8 (21,490) -
Control 44,16 (10,20) -
1 0,33 (0,47) 92,50Q@
0,5 0,16 (0,37) 99,63@
0,25 0,66 (1,10) 98,50Q@
0,12 11,33 (7,27) 74,340
0,06 39,16 (16,20) 11,32

* Comparado con el control sin tratar
®Larvas no incubadas

@p < 0,01

®p < 0,05
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TABLA 40. VIABILIDAD LARVARIA DESPUES DEL TRATAMIENTO “IN VITRO” CON LOS
ENANTIOMEROS DE ALBENDAZOL SULFOXIDO (RICOBENDAZOL) A DIFERENTES
CONCENTRACIONES

Media de gusanos

adultos (DS) % Reduccion
~ Experimento1
Control 70,50 10,59
Compuesto (0,5 pg/ml)
Racémico RBZ 6,16 2,85 91,26
RBZ (+) 2,30 2,21 96,7"
RBZ (-) 7,60 2,21 89,2"
~ Experimento2
Control 49,00 7,18
Compuesto (0,1 pg/ml)
Racémico RBZ 15,03 5,19 69,32"
RBZ (+) 7,66 2,98 84,36
RBZ (-) 32,46 25,18 30,08
Compuesto (0,01 pg/ml)
Racémico RBZ 56,10 10,15 0,00
RBZ (+) 32,81 26,8 33,04
RBZ (-) 38,41 24,56 21,61
;P < 0,01
P< 0,05

8.4.2. Ensayos /n vitro.

El estudio se lleva a cabo /n vitro, habiendo establecido dos lineas de trabajo, por un lado
manteniendo la misma concentracién de farmaco en el medio y alargando los periodos de

contacto y por otro estableciendo un periodo de contacto Unico pero modificando las
concentraciones en el medio.

Las larvas de Trichinella spiralis fueron obtenidas de los canales de ratones previamente
infectados, mediante digestion artificial estandar. Tras el aislamiento, las larvas fueron
separadas usando un aparato Baerman y posteriormente lavadas 10 veces por sedimentacion
pasiva con una solucion buffer fosfato. Tras realizar un recuento de larvas en el microscopio
optico mediante camara de McMaster, para determinar el nimero total de larvas obtenidas,
éstas se concentran en un minimo volumen que posteriormente se dispersard en un medio
consistente en una solucion Hanks (HBSS) con antibidtico (50 unidades/ml de penicilina y 50
Mg/ml de estreptomicina (Sigma Chemical Co.), al que ademas se le afadiran el farmaco

ricobendazol en cantidad suficiente para obtener finalmente una concentracion total de 0,5
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pg/ml. Se realiza una distribucion homogénea de la suspension de larvas en distintas botellas
de cultivo de 250 ml, esta distribucion se realiza mediante agitacion continuada y toma de
muestra mediante jeringa, muestra que es transportada a la botella de cultivo, alcanzando
finalmente un volumen de 125 ml de medio donde se encontraran dispersas 250.000 larvas

aproximadamente.

Para evaluar la cantidad de farmaco que el parasito incorpora, los resultados se compararon
frente a un control basado en un proceso idéntico al indicado anteriormente con la Unica

excepcion de que al medio de cultivo no se le afiadié ricobendazol.

Las botellas de cultivo son llevadas a la incubadora de microaerobiosis (5% CO,) donde
permaneceran el periodo de tiempo prescrito. Una vez finalizado el mismo, se retiran de la
incubadora y se toman muestras del medio, el resto se retira y las larvas vuelven a lavarse para
eliminar posibles restos de medio. Las larvas obtenidas se someten a sonicacion y extraccion
como indica el punto 7.3.4 del apartado materiales y métodos, y posteriormente se realiza el

analisis mediante HPLC como indica el punto 7.3.5.

En la tabla 41 se muestran los datos correspondientes al ensayo en el que el material
parasitario se pone en contacto con el farmaco a una concentracion de 0,5 pg/ml durante un
periodo de tiempo que oscila entre la 1 y las 18 horas. La concentracion de ricobendazol
observada en el medio de cultivo no muestra alteraciones significativas a lo largo del tiempo,
manteniéndose con valores que oscilan entre 0,55 ug/ml al inicio del ensayo y 0,47 ug/ml a las
18 horas, también se mantiene estable el balance de enantidmeros sin practicamente
oscilaciones a lo largo de todo el ensayo (50 — 46%). Las concentraciones de albendazol
sulfona son practicamente indetectables, dada la pequefia cantidad de este metabolito presente
en el medio, que en muchos casos y por la técnica de cromatografia utilizada puede hacernos
dudar, ya que los picos aparecen muy proximos a la linea base y pueden llevar ciertas
impurezas. Los datos obtenidos en el lisado de larvas muestran una acumulacion de
ricobendazol en el parasito a lo largo del tiempo con concentraciones que van desde los 0,031
Mg/g de larva en aquellas obtenidas en la primera hora de incubacion los 0,094 ug/g de larva a
las 18 horas, produciéndose los mayores cambios de concentracion a partir de las 6 horas. El
balance de enantidmeros también sufre cambios importantes a partir de las 6 horas,
predominando el ricobendazol (+) que llega a alcanzar un porcentaje del 76,9% a las 18 horas
de incubacién. Las concentraciones de albendazol sulfona son indetectables en el lisado de

larvas.
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TABLA 41. DINAMICA DE LAS CONCENTRACIONES DE ALBENDAZOL SULFOXIDO
(RICOBENDAZOL) EN EL MEDIO DE CULTIVO Y EN EL LISADO DE LARVAS

En el medio de cultivo.

Muestra Concentracién Concentracién (-) ABZ-SO (%) Concentracién
tedrica (ug/ml) ABZ-SO (ug/ml) ABZ-SO, (pg/ml)
Medio inicial 0,5 0,55 50 <0,01
1h 0,5 0,58 50 <0,01
2h 0,5 0,58 48 <0,01
4h 0,5 0,58 46 <0,01
6h 0,5 0,58 42 <0,01
10 h 0,5 0,58 50 <0,01
18 h 0,5 0,47 46 <0,01

En el lisado larvario.

Muestra Concentracién (-) ABZ-SO (%) Concentracion
ABZ-SO (ug/g de ABZ-SO, (pg/ml)
larva)
L1 0,031 53,2 Indetectable
L2 0,038 50,4 Indetectable
L4 0,031 43,8 Indetectable
L6 0,035 39 Indetectable
L10 0,055 31 Indetectable
L18 0,094 23,1 Indetectable

En la tabla 42 se muestran los datos correspondientes al ensayo en el que el material
parasitario se pone en contacto con el farmaco a diferentes concentraciones: 0,5; 1; 2 y 4
pg/ml durante un periodo de tiempo concreto, 2 horas. En este experimento no se valora el
porcentaje de enantidmero ya que a las dos horas éste aln se mantiene en el valor del
racémico (50%). El analisis por cromatografia del medio de cultivo nos permite validar que las
concentraciones de farmaco afiadidas son las correctas con leves fluctuaciones de 0,1-0,2 pg/ml
de variacion con respecto a la concentracion tedrica. En el lisado de larvas de Trichinella spiralis
observamos como la concentracion de ricobendazol va aumentando a medida que aumenta la
concentracion en el medio, siguiendo una farmacocinética lineal en los dos primeros puntos (0,5
Hg/ml — 0,076 pg/g de larva y 1 pg/ml — 0,147 ug/g de larva) que se pierde a partir de los 2
Mg/ml donde la concentracidon de ricobendazol en el lisado de larva resulta algo menor que la
esperada en una farmacocinética lineal. La concentracion de albendazol sulfona, al igual que
ocurria en el experimento anterior es indetectable a pesar del aumento de concentracion en el

medio de cultivo.
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TABLA 42. CONCENTRACION DE ALBENDAZOL SULFOXIDO (RICOBENDAZOL) EN LOS
EXTRACTOS DE LARVAS TRAS 2 HORAS DE INCUBACION CON EL FARMACO A DIFERENTES

CONCENTRACIONES

En el medio de cultivo.

| 0,65 | < 0,01
I 1,06 . <001
I 2,1 . <001
4 4,2 . <001

En el lisado larvario.

0,076 ' Indetectable
0,147 ' Indetectable
0,204 | Indetectable
0,323 ' Indetectable
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9. DISCUSION.

El albendazol es un antihelmintico de amplio espectro con baja solubilidad, lo que limita su
absorcién oral (Jung y col., 1998). Este hecho puede ser beneficioso para el tratamiento de
infecciones por parasitos localizados a nivel intestinal, pero es un inconveniente cuando se
quieren tratar infecciones de caracter sistémico. El albendazol forma una solucion coloidal al
afiadir el agente suspensor carboximetil celulosa. La capacidad de formar una suspension
homogénea es limitada, dando lugar, como consecuencia, a una distribuciéon no uniforme, en la

que la dosificacion del principio activo a lo largo del tiempo puede variar.

En este sentido, analisis de albendazol en carboximetilcelulosa sodica realizados durante los
estudios farmacocinéticos, muestran una gran diferencia entre las dosis que se aplican al
principio de un ensayo con respecto a aquellas referidas a los ultimos lotes, en los que ademas,
el volumen de suspension habra disminuido a medida que se ha ido administrando farmaco a
los diferentes ratones. De esta forma, muestras extraidas a las 24+ 2 horas de su preparacion,
al iniciar el ensayo contenian un 30% menos de concentracion de albendazol que el control de
dosificacion establecido; los grupos que se pautaban 2,5 horas después del inicio recibian un
95% del control de dosificacion, y aquellos ratones tratados al final del ensayo, 5 horas
aproximadamente después del inicio, eran administrados con un 120% del control de
dosificacion (sobredosificados en un 20%). Esto genera una elevada variabilidad que se une a

la propia variabilidad interindividual de los ensayos /n vivo.

Por esta razdn no es de extrafiar que en numerosas ocasiones se hayan realizado trabajos
encaminados a aumentar la solubilidad de los bencimidazoles y su biodisponibilidad. Con la
finalidad de preparar soluciones de albendazol se han seguido diferentes métodos. Por ejemplo,
como farmaco basico su solubilidad puede verse incrementada por ionizacion en medio acido,
pero aunque esto aumenta su solubilidad, no es lo suficiente como para preparar dosis
terapéuticas. Otra forma de mejorar la solubilidad es la adicién de agentes surfactantes, como
el polisorbato y las sales biliares, o cosolventes como el Transcutol® (Torrado y col., 1996b;
Torrado y col., 1997; Redondo y col., 1998). Desafortunadamente muchos de estos agentes
irritan la mucosa gastrica y su uso debe ser restringido siempre que sea posible. Otro recurso
farmacotécnico para mejorar la solubilidad del albendazol es la elaboracion de dispersiones
sdlidas con polivinilpirrolidona (Torrado y col., 1996b; Lopez y col., 1997), si bien el método de
elaboracidn, en rotavapor y el uso de cosolvente organicos, asi como la alta cantidad de
agentes complejantes, es una limitacion en la aplicacion practica en estos productos.
Recientemente, el uso de hidroxipropil-B-ciclodextrina ha hecho posible obtener soluciones de

albendazol con altas concentraciones (Castillo y col., 1999; Pier y col., 1999), cuya preparacion
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resulta tan sencilla como la suspension en carboximetilcelulosa. Esta formulacion mantiene
constante la concentracion de principio activo administrado a lo largo del tiempo y por otro lado
son totalmente inocuas via oral al no absorberse, siendo metabolizadas por ciertas bacterias del
colon. Ello determina que esta formulacion resulte mucho mas ventajosa en su uso

experimental.

El albendazol se caracteriza por presentar un amplio margen terapéutico (DLsp para el raton
de 3000 mg/kg de peso, determinada por SKF labs. Philadelphia. P. a.). En cuanto a eficacia se
han llevado a cabo estudios destinados a conocer su actividad frente a parasitismos comunes
en ganado ovino y vacuno, realizandose pruebas no solamente en ganado infectado
experimentalmente, sino también en brotes naturales de infeccion. Todos estos estudios han
confirmado que el albendazol manifiesta una actividad Util frente a parasitos gastrointestinales,
vermes pulmonares, tenias, y formas adultas de Fasciola sp, asi como frente a protozoos como
Giardia y microsporidios (éstos actualmente considerados hongos). Recientemente y debido a
su principal mecanismo de accidn, interaccion con la tubulina, se esta utilizando en la

quimioterapia oncoldgica con resultados muy esperanzadores.

Trichinella spp., debido a su peculiar ciclo bioldgico, constituye uno de los modelos
experimentales mas idoneos para el cribado de sustancias con un posible caracter
antihelmintico. La eficacia antihelmintica de farmacos pertenecientes al grupo de
bencimidazoles frente al nematodo 7. spiralis en las diferentes fases de su ciclo bioldgico, ha
sido ampliamente estudiada, encontrando, al igual que nosotros, una mayor susceptibilidad en
la terapia antihelmintica, en las fases mas tempranas, es decir, en los estados inmaduros del
parasito (Spaldova y Corba, 1979; Gomez Barrio y col., 1986; Latif-La y Surin, 1993). Por el
contrario, frente a parasitos tisulares y sistémicos es necesario administrar dosis altas o terapias
sostenidas, para alcanzar concentraciones eficaces. Aunque en el caso del mebendazol se
hayan encontrado eficacias similares en el tratamiento de larvas enquistadas y preadultos de 7.
spiralis (Martinez Fernandez, 1979) aun cuando la solubilidad es limitada. Su alta eficacia frente
a larvas enquistadas se atribuye a una colaboracion entre la inmunidad mediada por células
(hipersensibilidad retardada), actuando sobre los quistes, y el farmaco, actuando sobre la larva

(Martinez Fernandez, 1982). Este efecto no ha sido descrito en la terapia con albendazol.

Dado el bajo nivel de albendazol detectado en sangre, la actividad antiparasitaria es

atribuida al albendazol sulféxido (ricobendazol).
En el estudio de eficacia de nuestras dos formulaciones partimos inicialmente del analisis de

la fase intestinal, como estadio mas susceptible del ciclo bioldgico, asi para la formulacion de

referencia obtenemos porcentajes de reduccion de 44,24 (Tabla 1) y 67,69 (Tabla 2) para las
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dosis de 5 y 10 mg/kg de peso respectivamente. En la formulacion de ciclodextrinas estos ratios
aumentan hasta un 69,10 (Tabla 3) y un 98,84% para las mismas dosis (Tabla 4), lo que
significaria unos incrementos porcentuales relativos de actividad del 44.58% para la dosis de 5
mg/kg y del 96,41% para la de 10 mg/kg (Tabla 5). Aunque inicialmente se habia justificado
que la baja solubilidad de estos farmacos, y como consecuencia su pobre absorcién, eran los
promotores reales de una mayor actividad antiparasitaria, producto de una mayor exposicion
del parasito al farmaco en las fases tempranas del ciclo bioldgico de Trichinella spiralis, parece
que estos datos revelan una hipdtesis diferente, ya que el incremento de actividad puede ser
debido al tipo de asentamiento que 7. spiralis muestra en el intestino, pues al enhebrarse en los
enterocitos se le podria asignar una localizacion intracelular (Despommier, 1983; Capo y col.,
1984), por lo que la mayor absorcion presumible de la formulacion en ciclodextrinas favoreceria

este efecto antihelmintico.

La fase migratoria es el Unico periodo, junto con el breve tiempo en el cual las L;
permanecen el estdmago tras la infeccion, en el que Trichinella se comporta como un parasito

extracelular.

La ruta en el hospedador que sigue 7richinella hasta alcanzar su nuevo nicho intracelular ha
sido estudiada por numerosos investigadores (Cerfotaine, 1895; Askenazy, 1895; Graham,
1897; Staubli, 1905; Berntzen, 1965; Nelson y col., 1966; Basten y Beeson, 1970; Harley y
Gallicchio, 1971). Las evidencias mas importantes se apoyan en dos estudios sobre ratas en los
que el conducto toracico fue canulado durante la infestacion. En el primer estudio, los
embriones fueron recogidos en grandes cantidades entre el dia 6 y 7 p.i. (Basten y Beeson,
1970). Sin embargo, éste fue un hallazgo accidental, ya que el objetivo era recoger linfocitos y
no gusanos. En el segundo, realizado por Harley y Gallicchio en 1971, se canuld a los animales
infectados con 3000 larvas per os, desde el dia 4 al 15 p.i., recogiendo ademas las larvas
durante su emigracion en sangre, fluido abdominal y en varios 6rganos incluyendo pulmones,
higado v rifiones. Se observd que el 60% de las larvas migratorias se recogian en linfa y el
resto en los diferentes érganos, especialmente en el higado y los pulmones. A pesar de que en
este estudio se llegaba a la conclusion de que la via predominante de migracion era la via
linfatica, posteriormente Wang y Bell en 1986, demostraron que las larvas pasaban a través de
la mucosa intestinal hacia el torrente sanguineo y no a los vasos linfaticos como hasta entonces
se habia creido (Despommier, 1976), y luego por via porta entraban en el higado y sélo una
pequefia proporcion pasaba a los vasos linfaticos y migraba a través del conducto toracico a la

circulacion venosa central.

La localizacion definitiva de las larvas va a ser el musculo esquelético estriado. Se han

realizado diversos estudios para determinar qué musculos esqueléticos son los infestados con
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preferencia, tanto en infestaciones naturales como en experimentales, en una amplia variedad
de hospedadores, incluyendo cerdos (Thornbury, 1897; Olsen y col., 1964), ratones (Barriga,
1978; Stewart y Charnega, 1980), rata (Leonard y Beahm, 1941; Oliver, 1961) y hombre
(Forrester y col.,, 1961). De ellos se desprende que el asentamiento muscular estaria
influenciado bien por los estimulos eléctricos de las células hospedadoras (Hughes y Harley,
1977) y las reacciones del sistema nervioso de las triquinas, o bien por tratarse de musculos
mas activos, como diafragma y masetero (Despommier, 1983). Sin embargo, en otros trabajos
se detecta una mayor correlacion entre la localizacion fisica del musculo y el porcentaje de
recuperacion de larvas (Stewart y Charnega, 1980), con cierta tendencia a situarse en la parte

anterior del cuerpo.

El nimero de larvas infestantes recuperadas a dia 30 post-infeccion ha sido usado por
numerosos investigadores como indice de éxito de la infestacion para un hospedador dado,

observandose grandes variaciones entre unos y otros, lo cual se puede explicar por:

e El nimero de gusanos adultos que se llegan a establecer en el intestino del
hospedador.

e El nimero de embriones puestos por hembra.

e La longevidad de los adultos en el nicho intracelular intestinal.

e La supervivencia de los embriones durante la migracion.

e El establecimiento con éxito y desarrollo de la larva infestante L; en su nicho

muscular.

Ademas, en los procesos infectivos hay que tener en cuenta que la larviposicion puede durar
aproximadamente 4 semanas llegando en algunos casos a alcanzar las 16 semanas. Durante
este tiempo pueden producirse hasta aproximadamente 500 larvas por hembra, aunque
depende de algin modo del nimero de gusanos presentes y de la existencia o no de infeccion
previa (la produccion por hembra es menor en las infecciones intensas y en los huéspedes
previamente infectados) (Chirasak, 1971; Kennedy, 1978). Los machos pueden inseminar varias

hembras y éstas, copular dos o mas veces durante el curso de la infeccién (Campbell, 1983)

Todo esto nos hace considerar a la fase migratoria como la etapa mas dificil de analizar por
la ambigiiedad que se puede producir en la interpretacion de los resultados, ademas las
variables indicadas anteriormente hacen necesario establecer criterios estrictos en el disefio
experimental para evitar la variabilidad intrinseca asociada a este periodo y que en los puntos

anteriores hemos descrito.
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Ademas de los errores propios que el ciclo bioldgico del parasito nos puede llevar a cometer,
el establecimiento de una pauta estandar de tratamiento entre los dias 13, 14 y 15 puede
hacernos arrastrar errores debidos a interacciones con la fase intestinal (longevidad de adultos)

y muscular (asentamiento de los primeros embriones en su nicho definitivo).

Administrando Neguvon® eliminamos posibles errores del estadio intestinal, ya que
procedemos a la eliminacion de los adultos que a pesar de la propia respuesta inmune del
hospedador se “resisten” a abandonar el nicho intramulticelular, sin embargo si que es posible
que nuestro objetivo pueda ser en alguna manera desvirtuado por aquellos gusanos "precoces"

que realizan su asentamiento muscular.

Sobre las experiencias realizadas observamos que la formulacion en complejos de
ciclodextrinas no mejora de una forma significativa los resultados de actividad frente a la
formulacién en carboximetil celulosa. De esta forma los ratones tratados con albendazol de
referencia a dosis de 50 mg/kg de peso redujeron su carga larvaria frente al control en un
38,55% (Tabla 6), siendo esta reduccién de un 52,02% en el caso de 100 mg/kg de peso
(Tabla 7). Los resultados obtenidos con la nueva formulacion de ciclodextrinas frente al control
de referencia se sitUan en un 48,26% (Tabla 8) y en un 56,44% (Tabla 9) para las dosis de 50
y 100 mg/kg respectivamente. Esto produce una reduccion comparada de un 15,80% en la
dosis de 50 mg/kg de peso en la formulacion de ciclodextrinas frente a la de

carboximetilcelulosa y de un discreto 9.21% en la de 100 mg/kg (Tabla 10).

Para analizar las posibles incidencias de esta fase, estudiamos también un abanico que
abarcaba desde el dia 7 p.i. hasta el dia 24 p.i., procediendo en todos los ensayos a la
eliminacion de “errores intestinales" administrando Neguvon® el dia 6 post-infeccion. A todos
los grupos se les administrd Unicamente la formulacion de albendazol en una solucién de

hidroxipropil-B-ciclodextrina a una dosis de 50 mg/kg de peso.

Los datos obtenidos indican que en los primeros dias de pauta se alcanza una reduccion del
36,22% (dias 7, 8 y 9) (Tabla 25), seguida de un ascenso hasta alcanzar el maximo en los dias
13, 14 y 15 con un 47,10% de reduccién (Tabla 27), porcentaje que posteriormente decrece
hasta un 33,00% en los dias 22, 23 y 24 (Tabla 30).

Spaldonova y Corba en 1979 obtuvieron una reduccion del 50% de eficacia sobre 7. spiralis
al administrar 100 mg/kg de peso de albendazol en un intervalo de 4 dias entre el 8 y el 11;
GOmez Barrio en 1985 obtuvo el 52,72% de reduccién en ese mismo intervalo y dosis frente a
7. pseudospiralis. Keittivuti en 1989 obtuvo una eficacia del 36,22%, administrando 50 mg/kg

de peso los dias 10, 11y 12.
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Estos resultados no dejan cuando menos de ser sorprendentes. En el inicio del estudio al
observar que se incrementaba el porcentaje de reduccién a medida que aumentabamos las dias
de la pauta, empezamos a pensar que la actividad quiza estuviese siendo debida en parte a un
efecto sobre posibles larvas ya pre-enquistadas, sin embargo al descender de nuevo a partir del

dia 16, aunque no de forma significativa, esto destruyd nuestra deduccion inicial.

Estos datos no nos aportan demasiada luz sobre el efecto del farmaco en esta fase; una
interpretacion que podria sugerirse es una mayor susceptibilidad metabdlica del parasito en
determinados intervalos. Este analisis también se podria completar con un estudio inmunoldgico
para ver qué tipo de respuesta se estd produciendo, y si ésta se puede relacionar con los datos
obtenidos, como en su momento ocurrid con el mebendazol en la fase muscular, en el que se

vio que la accidn antihelmintica era un combinado de efecto farmacoldgico e inmunoldgico.

Sin lugar a dudas la fase migratoria es la mas refractaria al tratamiento, probablemente
debido a que esta fase implica siempre estados en distinto nivel de desarrollo, a diferencia de
las fases intestinal y muscular, en las que en un periodo corto de tiempo se produce la
maduracion del estado y la consiguiente estabilidad en el mismo. En el caso de larvas
emigrantes se puede barrer un periodo de tiempo mas o menos largo en el que pueden
coexistir larvas recién puestas con otras que estan en fase de pre-enquistamiento y en
consecuencia su susceptibilidad a farmacos puede ser muy diferente al encontrarse en una
situacion metabdlica distinta. Esta dificultad podria paliarse tratando de sincronizar el estado

mediante la inyeccion endovenosa de los embriones obtenidos por larviposicion /in vitro.

El tratamiento en la fase muscular se sitla entre las dias 34, 35 y 36 y los resultados
obtenidos para la formulacién convencional a dosis de 50 mg/kg de peso dan una reduccion de
un 25,17% frente al control (Tabla 11), siendo ésta de un 33,51% para la dosis de 100 mg/kg
de peso (Tabla 12). El complejo de albendazol-ciclodextrina produjo una reducciéon de 56,47%
en 50 mg/kg (Tabla 13) y de 97,54% en 100 mg/kg de peso (Tabla 14), lo que supone una
elevacién considerable del ratio de actividad de una formulacion frente a la otra.
Porcentualmente la formulacion de albendazol en ciclodextrinas es un 41,84% mas eficaz que la
de referencia en carboximetilcelulosa, a dosis de 50 mg/kg, mientras que en la dosis mas alta

(100 mg/kg) el incremento relativo de eficacia se sitla en un 96,18% (Tabla 15).

Estos datos mejoran los obtenidos para otras formulaciones de albendazol, como las
dispersiones sdlidas en polivinilpirrolidona, tanto en la fase intestinal, como en la migratoria y
muscular, siendo ademas comparable la reduccién en la fase migratoria con los datos obtenidos

para soluciones liquidas de albendazol con promotores de absorcion (Lopez, 1996).

133



Discusion

Si se acepta el principio de que la disolucion juega un papel primordial en la
biodisponibilidad y que se pueden establecer correlaciones entre ambos valores para muchas
sustancias medicamentosas, sera cierto que, cuanto mas soluble sea un principio activo, menos
problemas de biodisponibilidad tendra, siendo la solucidon acuosa la forma mas facilimente
absorbible, lo que la convierte en un patron de referencia idoneo para apreciar la

biodisponibilidad de otras formas de dosificacion mas complejas.

Por tanto, para realizar correctamente un ensayo de biodisponibilidad, sera preciso

administrar a los sujetos una forma de dosificacion facilmente absorbible.

Sin embargo es relativamente frecuente cometer determinados errores en la evaluacion de
los datos. El mas comun consiste en la comparacion de los datos obtenidos en estudios

diferentes del mismo principio activo. Tres factores contribuyen a esta apreciacion erronea:

e Variabilidad bioldgica: Son diferencias atribuibles a las caracteristicas inherentes a
cada grupo de individuos, para evitarlo se intentan homogenizar al maximo los
grupos de trabajo.

o Diferencias de metodologia: Parametros como la ingesta de alimentos antes y
después de la administracion del farmaco pueden tener efectos muy significativos
en la absorcion de los mismos. Nuestros animales eran alimentados ad /ibitum,
intentando de esta manera homogenizar también al maximo el estudio, el farmaco
se aplicaba a la misma hora a todos los animales de los diferentes grupos.

e Técnicas analiticas diferentes: En todos nuestros ensayos se utilizd la misma

metodologia y sistema analitico de valoracion.

Muchos estudios de disolucion in vitro han sido realizados para explicar la absorcion in vivo
y en ellos se prueba que el incremento en la biodisponibilidad es atribuible al incremento en la
solubilidad y a la disolucion del principio activo (Frijlink y col., 1987; Tokumura, 1986; Torres-
Labandeira y col., 1991).

Nosotros hemos analizado la evolucion temporal de las concentraciones de albendazol y sus
metabolitos albendazol sulféxido y albendazol sulfona, tras la administracion oral de una
suspension de albendazol en carboximetil celulosa sodica y una solucion oral de albendazol en
complejos de inclusién de hidroxipropil-p-ciclodextrina, a iguales dosis (50 y 100 mg/kg de

peso), en ratones Swiss CD-1.

En primer lugar se confirman los resultados obtenidos por otros autores en diferentes

especies (Galtier y col., 1986; Lanusse y col., 1991; Delatour y col., 1990; Lanusse y Prichard,
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1990), acerca de las bajas concentraciones plasmaticas de albendazol obtenidas, hecho que se
produce como consecuencia del inminente metabolismo debido al efecto de primer paso
hepatico. La formulacion en ciclodextrinas modifica significativamente todos los parametros
farmacocinéticos, tanto a la dosis de 50 como de 100 mg/kg, con incremento de los parametros
Cmax, ABC, K. Yy t, y disminucion de t: (Tabla 16). Asimismo y también en concordancia con
otras especies el albendazol sulfoxido resulta ser el metabolito mas abundante en sangre, con
mejoras también significativas en los parametros farmacocinéticos Cns Y ABC; tras la
administracion en complejos de ciclodextrinas, a las dosis de 50 y 100 mg/kg (4,76 ug/ml;
30,92 pg.h/ml y 7,91 ug/ml; 57,18 pg.h/ml, respectivamente). Los parametros K. y t,, no se
ven modificados, mientras que el retraso observado en la tms (1,5 horas en la formulacion de
albendazol en ciclodextrinas frente a 1,25 en la formulacion de albendazol en
carboximetilcelulosa) no se observa a la dosis de 100 mg/kg (1,75 horas en ambas). Las
mejoras en los parametros farmacocinéticos Cns: Y ABC obtenidos con la formulacion de
albendazol en ciclodextrinas se traducen en incrementos significativos en la actividad
antihelmintica, tanto frente a las fases entéricas, como parenterales enquistadas, como se

evidencio en trabajos anteriores.

En cuanto a la cinética del metabolito inactivo albendazol sulfona también se observan
modificaciones tras la administracién de la formulacion de albendazol en ciclodextrinas en
relacion a la de carboximetilcelulosa, siendo de destacar el incremento significativo del ABC,
tanto a las dosis de 50 como 100 mg/kg (0,87 ug.h/ml a 2,19 pg.h/ml y 0,87 ug.h/ml a 3,53

ug.h/ml) y el marcado retraso de t s para las dosis de 50 mg/kg (2 horas a 0,75 horas).

Hay que resaltar que las caracteristicas farmacocinéticas del albendazol varian entre las
diferentes especies estudiadas (Delatour, 1991), asi el t,s para el sulféxido del albendazol es
aproximadamente de 4 horas en humanos y perros; de 6 a 8 horas en ratas, 10 horas en
ovejas, 20 horas en cabras y cerca de 24 horas en terneros. Los experimentos realizados en
ratones Swiss CD-1 demuestran que el ts Se logra en tiempos cortos inferiores a las 2 horas,
ello puede ser debido a las variaciones propias de las especies diferentes o efectos del
vaciamiento gastrico (Prieto, 1991), puesto que nuestra administracion es de modo

independiente a las comidas.
En el estudio del albendazol se ha observado que la absorcion a nivel estomacal es debida a
que la solubilidad de éste es mayor en medios acidos, luego podemos favorecer esta absorcion

enlenteciendo el vaciamiento gastrico por una dieta rica en grasas (Ali, 1992).

Como hemos visto, del albendazol se conoce su comportamiento farmacocinético y el de sus

principales metabolitos (albendazol-sulféxido y sulfona) en los modelos comunes de animales
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de laboratorio, asi como en varias especies domésticas de interés, determinandose la
disponibilidad del farmaco en el entorno del parasito. Sin embargo, el conocimiento de los
mecanismos de entrada y posterior comportamiento del farmaco en el interior de los parasitos
esta limitado a unas pocas especies representativas de helmintos. La farmacocinética de los
antihelminticos, incluye la absorcién de los mismos, distribucion, metabolismo y eliminacion en
el hospedador y determina la concentracion de farmaco que accede al entorno del parasito. Sin
embargo, la accidn de los antihelminticos también depende de la disponibilidad que la sustancia

activa tenga para alcanzar el receptor especifico dentro del parasito.

El modo de entrada de los farmacos, su biotransformacion y acumulacion de metabolitos
activos en el interior del helminto, son factores importantes a la hora de optimizar la eficacia de

los tratamientos y condiciona las posologias establecidas.

Los nematodos se encuentran en contacto con el entorno a través de su superficie externa.
Tradicionalmente, la cuticula de los nematodos ha sido considerada como una barrera limitante
a la entrada de moléculas dentro del parasito. Sin embargo, aunque en los nematodos la ruta
oral es operativa, hay evidencias de que la difusion transcuticular es la ruta predominante de
acceso de farmacos a su interior (Alvarez y col., 2001; Solana y col., 2000; Garcia-Llamazares y
col., 1998; Geary y col., 1995).

Geary y col., 1995 sugiere que la difusion pasiva a través del componente lipidico de la
cuticula del parasito puede ser el factor limitante en el proceso de entrada de farmacos al
interior del helminto y que la difusion transcuticular es la principal ruta de adquisicion de

antihelminticos de amplio espectro en nematodos, en contraposicion a la ingesta oral.

Dado que esta difusion se produce a favor de gradiente de concentracion, cuanto mayor sea
el periodo de contacto farmaco-parasito mas cantidad de sustancia activa alcanzara la diana
farmacoldgica (Mottier y col., 2006).

El incremento de concentracion de farmaco en el interior del parasito se produce, por tanto,
en funcién del tiempo, como asi lo demuestra nuestra prueba donde, a mayor periodo de

exposicion (18 horas) mayor concentracion de farmaco se alcanza ( 0,094 ug/g de larva).
Por otro lado, la absorcion de albendazol sulféxido depende claramente de la concentracion

del mismo en el entorno del parasito, mostrando una farmacocinética lineal como muestra

nuestro ensayo.
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El receptor especifico para el albendazol, en los nematodos, es la tubulina. El albendazol
como tal, es un profarmaco ya que al ser absorbido por el hospedador sufre inmediatamente
efecto de primer paso hepatico, dando como resultado un metabolito activo, albendazol
sulféxido o ricobendazol y otro inactivo, albendazol-sulfona. El albendazol sulféxido,
responsable de la actividad, tiene un centro de asimetria que da lugar a dos enantidomeros (+) y
(-) (Delatour y col., 1990 a; 1991). En el metabolismo del hospedador estos enantidmeros
tienen variabilidad en funcion de la especie, de esta forma para ratas y ratones el enantiomero
(-) es el predominante, mientras que en perro, oveja, hombre, etc., es el (+) el predominante
(Delatour, 1991 b). Esto ha llevado a pensar que el enantiomero (+) es el responsable de la
actividad terapéutica, ya que las dosis activas requeridas en este grupo son menores que

cuando tratamos ratas o ratones.

Pero esta actividad puede deberse a dos razones fundamentales, bien porque realmente el
enantiomero (-) carece de toda la actividad por su conformacion espacial, o bien porque el
parasito es capaz de acumular en su interior uno solo de los enantiomeros eliminando el otro

(metabolismo enantioselectivo).

En los ensayos realizados por nosotros a una concentracién de 0,5 pg/ml durante un
periodo de tiempo comprendido entre 1 y 18 horas hemos podido comprobar como existe un
equilibrio, con la presencia de la molécula racémica, en los primeros momentos del ensayo.
Este equilibrio se rompe a partir de las 6 horas mostrandose un acimulo de enantidomero (+) en
el parasito que llega a un 76,9% a las 18 horas, lo que implicaria la presencia de sistemas

enzimaticos enantioselectivos (Tabla 41).

La sensibilidad del parasito a los enantiomeros puros se ha estudiado en los ensayos ex vivo
y sus resultados sugieren que el enantiomero (+) del albendazol sulféxido es probablemente el
responsable de la actividad frente a helmintos (Bolas y col., 2004). Sin embargo se requeriria
una total separacion de estos enantiomeros o bien su sintesis quimica, para realizar pruebas
mas definitivas que validaran totalmente esta hipotesis. Sin embargo nosotros creemos que,
aun pendientes de estos logros, es interesante avanzar estos hallazgos a partir de nuestro
modelo ex vivo de actividad antihelmintica. La purificacion total de los enantidmeros no se
puede lograr mediante cromatografia liquida de alta resolucién porque cada fraccion de
enantidmero contiene aproximadamente un 15% de su isdmero opuesto. Por ello parece
probable que la actividad mostrada por el RBZ (-) a 0,5 pg/ml, pueda realmente ser debida a la
contaminacion presente de RBZ (+) (equivalente a 0,075 pg/ml). La conveniencia de nuestro
modelo ex vivo para el andlisis de la actividad antihelmintica estd soportada por el hecho de
que los helmintos, a diferencia de los mamiferos, oxidan ABZ de una forma no enantiomérico

selectiva (Solana y col., 2001). Por otro lado, parece improbable que las larvas de 7. spiralis
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puedan convertir el racémico de RBZ y los enantiomeros a ABZ, contrariamente a lo que ocurre
con el cestodo Moniezia expanda con albendazol sulféxido (Solana y col., 2001) ya que en

nuestro caso no se registrd actividad para el enantiomero (-).

Las formas farmacéuticas de administracion oral son las mas utilizadas por varias causas:
ser la via natural de entrada, no presentar ninguna dificultad su administracion, y seguridad en

casos de sobredosificacion al poderse recurrir al lavado gastrico o induccién al vomito.

Sin embargo presenta ciertos inconvenientes:

e El pH del jugo gastrico o las enzimas proteoliticas pueden destruir el farmaco.
e Existen farmacos irritantes de la mucosa gastrica (p.ej., AINES o hidrato de cloral).

e Posibilidad de efecto de primer paso hepatico.

La mayoria de los farmacos administrados via oral buscan una accion sistémica tras un
proceso de absorcion. Solo en algunos casos se busca la accion local, para lo cual se utilizan

farmacos con baja o nula solubilidad en agua que impida su absorcidn.

El inicio de la accion de un farmaco administrado por via oral tiene lugar en funcién de la
rapidez con la que el medicamento, una vez liberado, sea absorbido. El punto inicial de
absorcion de farmacos, aunque muy reducido, es la mucosa bucal; la capacidad de absorcion se
ve incrementada para algunos farmacos en el estdbmago, pero, sin lugar a dudas, es la mucosa

intestinal la gran protagonista en la absorcion de medicamentos.

Los factores que influyen en la absorcion oral de farmacos son dificiles de predecir, ya que,
ademas de los factores fisioldgicos como el pH, cantidad y tipo de alimentos, existen
oscilaciones individuales, asi como procesos patoldgicos que no permiten llegar a conclusiones

validas.

Los procesos fisiopatoldgicos que implican respuesta inflamatoria pueden afectar la
absorcion y la biotransformacion de algunos farmacos modificando su comportamiento
farmacocinético (Molina y col, 2007). La presencia de parasitos en el intestino, puede modificar
las condiciones del hospedador y su capacidad de metabolizar farmacos y otros xenobidticos
alterando las enzimas biotransformadoras, estos cambios pueden tener consecuencias
farmacoldgicas, toxicoldgicas o fisioldgicas (Velebny, 1992a, 1992b), (Skalova y col, 2007), y es
por tanto, un factor a tener en cuenta a la hora de desarrollar un modelo de estudio de

biodisponibilidad de farmacos administrados por via oral.
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Con la llegada de las larvas L, de Trichinella spiralis al intestino se inicia un proceso
inflamatorio que culmina con la eliminacién natural del parasito. Las larvas L; rapidamente se
introducen en su nicho intracelular, estructura consistente en una fila de células epiteliales
columnares en las cuales la larva penetra, llegando a encontrarse enhebrada en esta fase del
ciclo hasta en 117 células columnares (Campbell, 1983). Sorprendentemente, no se produce
desintegracion de las células del hospedador como consecuencia de la penetracion de la larva,
sino que la propia célula se alarga para acomodar al parasito, formando un sincitio (Wright,
1979). Estas larvas alcanzan la madurez sexual aproximadamente en 30 horas (Wu y Kingscote,
1957; Villella, 1958; Berntzen, 1965; Ali Khan, 1966; Shanta y Meerovitch, 1967; Kozek, 1971,
1975) y tras el apareamiento se producen los embriones. Si bien el duodeno es el lugar en el
gue la mayoria de las larvas se establecen, la presencia del parasito en el sincitio activa la
respuesta inmunitaria desencadenando una inflamacion que se extiende a todos los segmentos
intestinales. Durante la migracion de los embriones al mdsculo estriado la inflamacion intestinal

disminuye, consecuencia de la eliminacion espontanea de adultos por parte del hospedador.

Velebny y col., en 1992 realizaron un estudio en el que analizaban el efecto que la infeccion
intestinal por Trichinella spiralis en un modelo murino, podia tener en la absorcién de >H-
cambendazol. En el estudio observaron que mientras que los niveles plasmaticos (Cmax) eran
similares en ratones controles e infectados, el ABC vy la biodisponibilidad fueron
significativamente mayores en ratones infectados frente a controles, y ademas la constante de
eliminacion y el aclaramiento plasmatico mostraban diferencias en funcion de los estadios de la
infeccion, siendo mas lenta la eliminacion en el grupo tratado en fase muscular. En el estudio se
hace continua referencia al proceso inflamatorio desencadenado por la presencia del parasito a
pesar de que en ningin momento se indica la realizacion del analisis histopatoldgico. No
obstante, teniendo en cuenta los puntos elegidos para el estudio (dias 3 y 26 p.i.) es altamente
improbable que los cambios farmacocinéticos apreciados para cambendazol sean debidos al
estado inflamatorio intestinal (no manifiesto en estos dias), sino mas bien a la presencia y

localizacion de los parasitos en el sincitio intestinal.

En nuestro estudio damos vital importancia al estado de la mucosa como barrera al paso de
sustancias, estado que obviamente se va a ver alterado, ademas de por la presencia del
parasito, por el proceso inflamatorio que desencadena. Asi, en nuestro estudio la
biodisponibilidad del farmaco, reflejada en el ABC, se mantiene equiparable a los controles en
las primeras fases de la infeccion (dia 5 p.i.), viéndose disminuida en la fase de mayor deterioro
de la mucosa como consecuencia del proceso inflamatorio (dia 10 p.i.), con recuperacion
posterior (dia 22 p.i.) hasta alcanzar niveles similares a los observados en el control sano (Tabla
37).
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Los datos farmacocinéticos fueron contrastados con el estudio histopatoldgico que muestra
claramente la evolucidon de la mucosa intestinal. Asi, tanto en los controles sanos como en los
primeros estadios de la infeccion (dia 5 p.i.) no se observan signos de inflamacion intestinal, sin
embargo, estos son patentes el dia 10 p.i., con la presencia de abundante infiltrado a base de
linfocitos, células plasmaticas y polimorfonucleados, hiperplasia de las células de Panneth con
una tendencia migratoria ascendente hacia la zona apical de la microvellosidad, dato que
previamente habia sido descrito por Kamal en un estudio relativo a infecciones experimentales
por helmintos (Kamal y col., 2002). Ademas la presencia de secciones de las larvas en varios de
los cortes estudiados, ha permitido apreciar ciertos signos de aparente dafio en el parasito, con
posible desorganizacion estructural, dato que previamente no habia sido descrito, y que nos ha
llevado a pensar en la respuesta inflamatoria como posible responsable de esta alteracion. Por
otro lado, parece evidente que el proceso inflamatorio inducido por la infeccidn intestinal por
Trichinella es transitorio, hecho que no habia sido descrito anteriormente, permitiendo la
recuperacion anatomica y funcional de la mucosa intestinal (dia 22 p.i.). Todo esto reafirma la
asuncion de que la fase intestinal del ciclo bioldgico de este parasito es un medio utilizado por
el mismo para alcanzar el mdsculo, verdadero nicho parasitario que garantizara su transmision

y supervivencia en la naturaleza.

En resumen, los resultados del estudio histopatoldgico se correlacionan por tanto con los del
estudio farmacocinético y ponen de manifiesto que tras el proceso inflamatorio desencadenado
por la infeccidn intestinal, que culmina en la autocuracion, se sucede una restauracion de la
mucosa que determina la recuperacion de la capacidad de absorcion del farmaco hasta niveles

comparables a los registrados en los animales sanos.
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10. CONCLUSIONES.

PRIMERA:

El recurso tecnolégico de formacion de complejos de inclusion de albendazol en
hidroxipropil-B-ciclodextrinas, determina cambios importantes en su perfil farmacocinético, con
un aumento significativo de los parametros Cs ¥ ABCy_,... EStos cambios suponen una mejora
en la biodisponibilidad, lo que se traduce en un aumento significativo de la actividad frente a las

fases intestinal y muscular de la infeccion por 7. spiralis.

SEGUNDA:

La formulacion de albendazol en carboximetilcelulosa sddica e hidroxipropil-B-ciclodextrinas
no modifica el perfil enantiomérico del metabolito activo albendazol sulfdxido, lo que indica que

ambas formulaciones no influyen en la biotransformacion del albendazol.

TERCERA:

La modificacion de la pauta posoldgica durante la fase migratoria, no supone ninguna
mejoria en el tratamiento, manteniéndose ésta como la fase mas compleja, desde el punto de

vista terapéutico, del ciclo bioldgico de 7richinella spiralis.

CUARTA:

La infeccion intestinal por 7richinella spiralis induce una inflamacion aguda temporal y
transitoria que remite tras la autoexpulsion de los adultos, sucediéndose la recuperacion
anatomica y funcional de la mucosa intestinal.

QUINTA:

En el tratamiento de la trichinellosis murina por albendazol, la infeccion intestinal disminuye

la biodisponibilidad del farmaco, si bien mas tarde, tras la resolucion del proceso inflamatorio,

ésta se recupera no afectando, por tanto, al tratamiento frente a la fase muscular.
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SEXTA:

Los ensayos ex Vivo llevados a cabo con los enantiomeros purificados de albendazol
sulféxido ponen de manifiesto que el enantidmero (+) es el principal responsable de la actividad

antihelmintica.

SEPTIMA:

La incorporacién de ricobendazol al interior de la larva L1 se produce a favor de gradiente
de concentracion mostrando una farmacocinética lineal, lo que indica un paso preferente por

difusion transcuticular. Las larvas acumulan el enantiomero albendazol sulféxido (+), principal

responsable de la actividad farmacoldgica.
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Abstract

Three different and complementary chromatographic methods are described for quantitative determination of albendazole
(ABZ) and its two main metabolites: albendazole sulphoxide {SOABZ) and atbendazole sulphone {SO,ABZ). ABZ, SOABZ
and SO,ABZ can be quantified by two RP-HPLC methods with ag ODS2 column and two different mobile phases. One of
methanol-water (60:40) for ABZ and a second one of phospheric acid in water—acetonitrile (80:20) for SOABZ and
SO, ABZ. SOABZ bears an asymmetric sulphur centre. Quantitative assay of (+) SOABZ and () SOABZ can be

performed by HPLC. A chiral AGP column and a mobile pha

se of sodium phosphate puffer (3 mM, pH 7.0) containing

different amounts of 2-propanol between 0 to 2% were used, Pharmacokinetic characteristics of ABZ following cral
administration of a Liquid formulation of ABZ (12 mg/kg) In mice has been studied with these three complementary HPLC
methods and the results are reporied. © 1099 Eisevier Science BV. All rights reserved.

Keywords: Albendazole

1. Introduction

Albendazole (ABZ) 15 a benzimidazole anthelmin-
tic drug used in the treatment of belminthiases in
~ animals and man. Following oral administration the
- sulphide (ABZ) is oxidized to sulphoxide {SOABZ),
which has an asymmetric sulphur centre. Another
metabotite of ABZ is the sulphone (SOLABZ).
. SOABZ is an active metabolite which is known as
Ricobendazole. SO,ABZ is an inactive metabotite.
Several other metabolites have been reported previ-
- ously [1].

Anthelmintic activity of ABZ and SCABZ can be

*Corresponding author.

studied in the Trichinella spiralis model in mice [2].
By using this model the anthelmintic activity can be
determined either in the enteral and/or parenteral
stages of this parasite infection, We have recently
reported some data about the relationship between
anthelmintic activity and pharmacokinetic charac-
teristics [2,3]. Following oral administration ABZ is
present at very low conceniration in plasma samples.
Mearmwhile, its main and active metabolite, SOABZ,
is present at higher concentrations. For this reason
biocavailability of ABZ formulations is frequently
studied with regard to SOABZ concentrations. Re-
cently, we have reported a HPLC method to assay
SOABZ and SO,ABZ in plasma i4]. In order fo
achieve a complete pharmacokinetic study of ABZ

0378-4347/99/% ~ see front matter © 1999 Elsevier Science BV. All rights reserved.
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mmulations not only do SOABZand SOZABZhave )

be quantified, but also ABZ and the two énantio-
ars (+) and (—) of SOABZ. Quantitative agsay of
e two enantiomer forms of SOABZ has been
udied previously based on chiral-AGP [3] or (5)-NV-
.5-dinitrobenzoyl)tyrosine {6] columns.

Ithough there are many analytical methods re-
irted for quantitative assay of ABZ and its main
atabolites, most of them require complex processes

of sample preparation, such as previous extraction
pfbc:edures for the samples with organic solvents,
llowed by evaporation and redissolution [7,8).
ther methods require the use of high volumes of
Ivents to elute the different components of sam-
2s. Thus, the final concentrazion of these com-
nds are very low and subsequent evaporation and
dissolution steps are also needed [9]. .
Tn the present contribution three different and
ymplementary YIPLC methods which are usefal for
e quantitative assay of ABZ and iis main metabo-
lites in plasma are described. These analytical meth-
§ do not require complex previous treatment of the
mpies. Special attention has been paid to the
-deterrmnatlon of quantitation lmits for ABZ and its

n metabolites. Quantitation limits have been
aleulated asthe lowest concentration of ABZ or its
etabolites which gives rise to a signal capable of
eing quantified by the integrator {signal-to-noise
itio=3).

These methods have been used for the phar-
Jacokinetic study of ABZ after oral administration
mice. Several complete ABZ pharmacokinetic
studies have been reported for animals such as goals,
attle, sheep, rats, dogs,... {10—~13] but there are not
any reported data on pharmacokinetic studieg of
BZ in mice.

. Experimental
2.1, Apparaius

Anatytical chromatography was performed with a

odular Iiquid chromatograph equipped with a Gil-
son 305 isocratic pump, an automatic sampler (Gil-
son 231 XL) fitted to a 100-pl sampling lcop
{Rheodyne), a variable wavelength detector (Gilson
'116) and an integrator (Spectra-Physics SP-270).

. 'C’h‘eﬁ.-.ri .cal.s."

ABZ and SO,ABZ were a gift from Smi
Beecham Pharmaceuticals (London, UK).:SO;

was a gift from Chemo Ibérica (Alcala de: Hemres -

Spain). HPLC grade acetonitrile and methanol were
obtained from Lab-Scan (Dublin, Ireland). All other
chemicals were analytical grade from Panreac (Bar-
celona, Spain).

2.3 Quaniitative assay of ABZ

Analysis was performed on a Spherisorb ODS2
column (200%0.46 mm, 5 ) from Teknokroma
(Barcelona, Spain). A mobile phase of methanol-
water (60:40) at a constant flow-rate of 1 ml/min

‘was employed. Samples were measured at 291 nm.

The linearity of the method was studied in the range
between 0.075-10 pg/ml The results were analysed
by linear regression and the correlation coefficients
obtained were always at least 0,99, The guantitation
limit for ARZ, defined as the lowest concentration of
ABZ which gives rise to 2 signal capable of being
quantified by the mtecmtor (signal-to-noise ratio=5},
was found to be 0.07 wg/ml. The specificity of the
methods was checked with a blank mouse plasma
sample and no significant interference was observed.
Inter-day precision was 3.1% during three consecu-
tive days for a plasma sample of concentration 0.5

giml expressed as relative standard deviation
(RSD).

2.4. Quaniitative assay of SOABZ and SO,ABZ

A Kromasil ODS2 column (200046 mm, 5 pm)
from Teknokromna (Barcelona, Spain) was used as
the stationary phase. A mobile phase containing 800
mi of a water solution with 188 pl of phosphoric
acid 85% and 200 ml of acetonitrile was used at a
constant fow-rate of 1 mi/min. Samples were mea-
sured at 290 nrmn. Validation data of this method can
be summarised as follows. Linearity of the method
was studied in the range between (.05-10 pg/ml
The resulis were analysed by linear regression and
the correlation cocfficients obtained were always at
least 0.99 for SOABZ and 0.98 for SO,ABZ. The
quantitation lLimits for SOABZ and SO,ABZ were
0.031 and 0.037 jug/ml, respectively. The specificity
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of the methods was checked wrih a bian}\'mouse '

plasma sample and no interferences at the refention .
times of SOABZ and SO,ABZ were observed. Infer- = - Chmblaien
: ';2,7 Sa’;_-n.ple“ p"-epamrion and qz-aam‘imrive assay

day precisions were 3.6 and 4.3%, respectively,

during three consecutive days for plasma samples of

concentration 0.1 pg/mi of SOABZ and 0.1 ug/mi
of SO,ABZ expressed as relative standard deviation
(RSD).

2.5, Quantitative assay of (+) SOABZ and (—)
SOABZ

A chiral-AGP (100x4 mm, 5 pm) column from
ChromTech (Stockholm, Sweden) was used. Samples
were mgasured at 290 mu. A mobile phase of sodivm
phosphate buffer (8 mM, pH 7.0) containing differ-
ent amounts of 2-propano! between 0 to 2% was
used af a constant flow-rate of 0.9 ml/min. Validation
data depends on the 2-propancl concentration in the
mobile phase, Highest sensitivity was achieved when
2% 2-propanct was used in the mobile phase.
Validation data when 2% of 2-propanol is used are as
follows. Linearity of the method was studied in the
range between 0.05-1.5 pg/ml of (—) and (+)
SOABZ. The results were analysed by linear regres-
sion and correlation coefficients obtained were al-
ways at least 0.99 for (—) SOABZ and 0.98 for (+)
SOABZ. Quantitation Timits for (=) SOABZ and
(+) SOABZ were 0.04 and 0.05 pg/mi, respective-
Iy. Specificity of the methods was checked with a
blank mouse plasma sample and no interferences at
the retention times of (=) SOABZ and {+) SOABZ,
were observed. Inter-day precisions were 5.3 and
7.2%, respectively, during three consecutive days for
a plasma concentration sample of 0.05 p.g/ml of (—)
SOABZ and 0.05 pg/ml of {+) SOABZ expressed
a8 relative standard deviation (RSD3.

2.6, Pharmacokinetic study

ABZ was solubilised in water by using a
hydroxypropyl-8-cyclodextrin soluticn. This solution
was orally administered by a single dose of 12
mg/kg to Swiss CD-1 mice (weight 30+3 g).
FoHlowing drug administration, groups of six imice
were sacrificed and blood samples were coilected at
different times {0.23, 0.5, 0.75, 1.5, 3, 6 and 24 h).
Blood samples were heparinized ané centrifuged

mémdualiy after the extraction. Plasma samples

TC frozen Lmtﬂ the HPLC analysis,

: _ _ ﬁl[eled fracv«___ _
tions were mjec ed into the I-IPLC Sy stely uncim the .
conditions described “for! the ABZ assay: A second:_{:
agsay under the: analy‘ucal condmons descnbed for .-

SOABZ and SO,ABZ quantlﬁcatmn wag done--.

Liguid fractions were collected at the retentmn time .
of SOABZ. Finally, these samples were: ass*tyed in
order to quantify proportions of the two enantiomers
of SOABZ.

3, Results and discussion

For a complete pharmacokinetic assay of ABZ and
its main metabolites, severzl analytical methods are
required. Tn a previous repert we have used only one
analytical RP-HPLC method [2]. This mesthod [2]
used the same analyiical conditicns that we have
described for the ABZ assay but with a mobile phase
containing 50% of methanol. With these conditions
we were able to quantify SOABYZ, but we could not
detect ABZ at the low concentrations which are
present after oral administration. Now we have to
increase the sensitivity of the method by using a
higher proportion of methanol in the mobile phase
(60%). A mobile phase with a 60% of methanol
mixed with a phosphate buffer is also proposed by
USP 23 to quantify ABZ [4]. Fig. 1 shows the
restlts of the assay of a plasma sample containing
0.3 pg/ml of ABZ. The retention time for ABZ is
18.8 min. Unfortunately, this method can not quan-
tify the two main metabolites because under these
conditions they have the same retention time {(ap-
proximately 4.5 min). For this reason a second
HPLC assay method is required to separate and
quantify the two main metabolites of ABZ. This new
method has been validated and reported recently [4].
Fig. 2 shows the assay of a mouse plasma sample
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TIME (minutes)

Fig. 1. Chromatogram of a mouse plasma sample following oral
administration of ABZ. Retention time for ABZ is 18.8 min.

after oral administration of ABZ. Retention times for
SOABZ and SO,ABZ are 5.5 and 139 min. The
retention time with this method for ABZ is too long
(more than 40 min) which means that there are
practical problems in quantifying the low concen-
trations of ARZ which are present after oral adminis-
tration. In fact, in some articles about the phar-
macokinetics of ABZ, the analytical methods were
not sensitive enough fo assay ABZ, and biocavail-
ability of ABZ after oral administration was studied
based on its main metabolite SOABZ which is also
active [2,15-16]. In order to assay ABZ, SOABZ
and SO,ABZ at least two different HPLC methods
are required. .

Fig. 3 shows in a semilogarithmic scale the
pharmacokinetic profile of ABZ, SOABZ and

5 10 15 20
TIME (minutes)

Fig. 2. Chromatogram of a mouse plasma sample showing peaks
for SOABZ (5.5 min), SO,ABZ (159 min} and an snknown
substance {(21.1 min).

SO,ABZ in mice following oral administration of
ABZ (12 mg/kg). As was previously reported in
other animal species [10-13,15,16] SOABZ is the
main metabolite in mouse plasma. Its concentration
is higher than ABZ, although it was possible to
detect ABZ in this study. C,; for ABZ and SOABZ
are obtained at 15 min. These ¢, are probably due
to the good bicavailability’ characteristics of the
tiquid formulation of ABZ-cyclodextrin. Cyclodex-
trins are currently used as solubilisers and absorption
enhancers and a similar effect on the absorption of
mebendazole has been reported previously [17].
Metabolisation of ABZ to SOABZ is a fast process
which can be done in the gut prior to absorption or
following oral absorption by a first-pass hepatic
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Fig. 3. Semilogarithmic scale of SOABZ, SO,ABZ and ABZ
plasma concentrations versus time following cral administration of
ABZ in mice {mean values and standard deviations of six
animals).

process as was reported by Galtier et al. [15). For
these two reasons, rapid absorption and fast
metabolisation rate, ABZ and SOABZ concentration
levels are maximum at the first experimental point
available (15 min). SO,ABZ concentrations follow-
ing oral administration are low. ¢, For SO,ABZ is
not clear under our experimental conditions. In other
animal studies 7, for SO,ABZ has been reported to
be between 6 and 30 h [6,10-13,15].

In order to quantify the two enantiomers of
SOABYZ, we have used the same method reported by
Lienne et al. [5] with a few modifications. Wave-
length of detection has been changed from 220 am to
291 nm to facilitate baseline balance. 2-Propanol at
2% concentration is proposed as a component of the
mobile phase to gquantify low concenirations of
enantiomers. Table 1 shows the characteristics of the
chromatograplic methods depending on the percent-
age of 2-propanol in the mobile phase (0, 1 or 2%).
Fig. 4 shows chiral resolution of SOARBZ of a mouse

Table 1
Influence of the addition of 2-propanol 1o the aqueous mobile
phase on the resolution of SOABZ enantiomers

2-Propancl Ky a® R® Quantitation k-
{Go,viv} mit (pg/ml)
(+) )
0 13.1 2.4 2.2 .41 0.21
1 4.6 2.0 2.0 0.13 016
2 2.5 1.6 1.1 0.05 0.04

* The retention factor &, (of the second cnantiomer eluted) was
calculated as follows: &, =(r,, —+,)/2,, where ¢, was measured by
injection of methanol.

* Selectivity =kl /i)

°R_ (Resolution factor)=2 {distance between the two enantio-
mer peak position/sum of the band widths of the two peaks at
their bases); R, =20, —1, )/, +w,).

plasma sample after oral ABZ administration when
2% of 2-propanol is used in the mobile phase.
Table 1 shows hew when 2-propanol is added,
retention factor (k'), selectivity (@), resolution factor
(R,) and quantitation limits change. For high SOABZ
concentration, the best chromatographic conditions
are obtained when Z-propanol is not added, as was
previously described by Lienne et al. [S]. Unfor-
tunately, in the pharmacokinetic studies, very low

oo [T
%1 o ’

0 5
TIME (min)

Fig. 4. Chromatogram showing chiral resolution of SOABZ in &
mouse plasma sample following oral administration of ABZ.
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meentrations of SOABZ are collected for the
jantiomeric assay. For this reason 2-propanol at 2%
as selected as the mobile phase because at this
ncentration quantitation limits are lower. The
perimental quantitation limit was found to be
tween (.04 and 0.41 pg/ml depending on the
antiomer and percentage of 2-propancl in the
obile phase.
Fig. 5 shows the enantiomeric proportions of ()
and (—) SOABZ. These proportions are similar to
those reported by Delatour and coworkers in rats
1] and are different to shaep, goats, dogs, cattle
d man [6,10-13]). Enantiomer (—) SOABZ is
ipant in rats and mice, while (+) SOABZ is
ominant in sheep, goats, dogs, cattle and man. In
idition, the %[?lasma concentration ratio (-+}/{—) is
1ot a consiant and changes with time. The enantio-
meric ratio at fime 0 is not accessible experimentally,
it by extrapolation of the curves it can be consid-
ed to be close to a racemate in mice. These are the
tiomeric proportions in the liguid formuiation,
e plasma concentration ratio (+)/(—) decreases
th time and at 24 h is approximately 23/73%.
Differences in enantiomer metabolisation can be due

enantioselective enzymatic processes of SOABZ

L
200 400 BOD BOO 4000 1200 1400 1500
" Time (minutes)

—#- (<) 80-ABZ  —F— {+} SD-ABZ

:5. Evolution versus time of the percenfage of the enantiomers
OABZ in mouse plasma {mean values and standard deviations
I'81x animals).

It can be concluded from the present work that for
a complete ABYZ pharmacokinetic study several
chromatographic methods can be used. We propose
the use of three HPLC methods instead of just one or
two as has been done in most of the papers already

‘published. First, ABZ should be guantifiad. Then,

SOABZ, the main and active metabolite of ABZ, and
S50,ABYZ must also be quantified. Finally, propor-
tions of enantiomers (+) and (—) of SOABZ can
also be determined. It can be emphasised that no
complex preparation steps are required with the three
HPLC analytical methods proposed in this work for
pharmacokinetic assay of ABZ and its main metabo-
lites.
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ABSTRACT

Albendazole (ABZ), mebendazole (MBZ), and ricobendazole (RBZ) are low-soluble
anthelmintic benzimidazole carbamate drugs. To increase their agueoits solubility,
three different rypes of B-cyclodextrins (CyDs): S-cyclodextrin (CD), hydroxypropyl-
B-cyclodextrin (HPCD), and methyl- f-cyclodexirin (MCD) were used. Solubility de-
pended on the type of CyDs. Increased solubility was obtained when the more substi-
tuted CyDs (HPCD or MCD) were used instead of nonsubstituted CD. Stabiliry
constants were calculated asswming a 1:1 stoichiomerry. Calculared stability con-
stant values depended on initial solubility of drug and pH of the medium. Solid
ABZ complexes were prepared by coprecipitation and freeze-drying methods. These
products were compared with physical mixtures of ABZ and CyDs. The characteriza-
tion of these prodicts was made by differential scanning calorimetry (DSC) and
drug release studies. True inclusion complexes were obtained only by the freeze-
drying method. Drug release swudies showed that the freeze-dried inclusion com-
plexes increased the solubility rate of ABZ, although a supersaturation effect was
observed when drug release studies were performed in nonsink conditions. A bio-
availability study on mice was done with a formulation of ABZ : HPCD complex and
was compared to a conventional ABZ suspension, A significantly (p <t .05) shorter
Toex OF abs‘o:ptibn was obtained by using the complex formulation. Greater and
significant (p < .03) differences for AUC and C,,, were observed.
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INTRODUCTION

enzimidazole carbamates are anthelmintic drugs
dely used in the treatment of intestinal and tissue
atode infections and, in higher doses, for therapy
chinococcosis. Among the different benzimidazole
bamates, we chose mebendazole (MBZ), albendazole

), and ricobendazole (RRZ). Figure 1 shows the *

ical structures of these molecules. These drugs usu-
exhibit low water solubility, which reduces absomp-
by the oral tract (1),
In-previous works, solid dispersion formulations were
red with polyvinylpyrrolidone (2) and liquid formu-
s with Transcutol® (3} to improve the aqueous solu-
and dissolation characteristics of ABZ. In this
our aim was (o study the effect of different cyclo-
ns {CyDs) op, ABZ solubility characteristics and
effect on bioavailability. To this end, we chose three
ent CyDs: f-cyclodexirin (CD), hydroxypropyl-
yelodextrin - (HPCD), and methyl-B-cyclodexirin
). which were mixed with ABZ in two media, dis-
water or acid buffer. MBZ and RBZ are two other
zimidazole carbamate anthelmintic drugs less and
soluble, respectively, than ABZ: these were also
bilized with CyDs. The type of CyD with the best
bility results was used to prepare solid complexes of
. by means of coprecipitation and freeze-drying
ds. The resuitant products were characterized by
ntial scanning calorimetry (DSC) and dissoly-

NHCOOCH;

R“-CO—CgHS
Rﬂ-S-CHQ*CHg—CH;;
R=-50-CH,-CH,-CH;

MBZ
ABZ
RBZ

e 1. Structures of different anthelmintic benzimidazole
tes: mebendazole (MBZ), albendazole (ABZ), and ti-
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tion release studies. A bioavailability study in mice
was done with the best formnlation to compare its char-
acteristics with those of a reference suspension formu-
lation.

MATERIALS

Albendazole (Smithkline Beechamn Pharmaceutical,
UK), mebendazole (Sigma, St. Louis, MO), ticobenda-
zole (Chemo Ibérica, Spain), B-cyclodextrin (Amaizo,
USA), hydroxypropyl-B-cyclodextrin (Janssen, Bel-
gium), methyl-B-cyclodextrin (Ringdex, France}, Expio-
tab (FMC, USA), and Avicel PH 101 (FMC} were used
for the experiments.

METHODS
Sotubility Studies

The solubility studies were camied out according (o
the method described by Higuchi and Connors (4). Dif-
ferent types and concentrations of CyDs were employed
to prepare solutions in distilled water or in acid medium
(CHH/CIK 0.2 M, pH 1.2), and an excess amount of the
different drugs (MBZ, ABZ, or RBZ) was added. The
tubes were closely fitted, sonicated for 15 min and then
shaken at approximately 15 rpm and heated at 37°C for
I week. Samples were made in triplicate. The suspen-
sions were filtered through a 0.45-lm filter, properly di-
luted, and assayed for drug concentration by ultraviolet
UV spectrophotometrical analysis at 284 nm for MBZ,
291 nm for ABZ, and 289 nm for RB7, The stabiiity
constants were caiculated from the solubifity diagrams
assuming a 1:1 stoichiometry,

Elaboration of Inclusion Complexes

Solid complexes were prepared vsing different ratios
of ABZ and HPCD. The ratios were calculated on a mo-
lecular basis, and the following proportions were pre-
pared: 1:1, 1:1.5, and 1:2. The complexes were made
by the coprecipitation and freeze-drying methods.

Coprecipitation Method

For the coprecipitation, ABZ was dissolved in the
minimum amount of ethanol, and HPCD was dissolved
in distilled water. The mixture was stirred for 1 hr, and
then it was slowly evaporated at room temperature. After
7 days, a crystalline powder was precipitated, recovered,
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d sieved through a 0.247-mm mesh. The product was
tored in a desiccator with silica gel for 3 days.

reeze-Drying Methoed

For freeze-drying, ABZ was dissolved in acid medium
CIH/CIK 0.2 M, pH 1.2), and HPCD was dissolved in
istilled water. The mixture of both solutions was stizred
t room lemperature for 24 br and then freeze-dried for 2
ays. The product was sieved through a 0.247-mm mesh.
“omplexes with MCD were also made in a 1:1 ratio in
¢ same conditions as complexes formed with HPCD.

laboration of Physical Mixtures

Physical mﬂ%tuz'es of ABZ and HPCD were prepared
the same molar ratios as inclusion complexes. To this
d, the components were mixed with pestle and mortar,
zn the mixture was sieved through 0.247 mesh and
ored in a desiccator with sifica gel for 3 days.

n Vitro Characterization
ifferential Scanning Calorimetry

Inclusion complexes, physical mixtures, free drug,
nd HPCD were subjected to DSC studies using DSC
olymer equipment. The temperatures ranged between

°C and 350°C, with a heat flow of 0.5 ¢al/°C min.

ssolution Rate Studies

Dissolution rate profiles for the different preducts
ABZ as the raw material, physical mixfures, and com-
lexes) were evaluated. To avoid floating of the products,

e differeal samples were mixed with Explotab (5%), as
he disintegrant agent, and Avicel PH 101, as diluent, and
ompacted at low tableting pressure. The disintegration
ime of the resultant products was always less than 3 min,

e amount of ABZ for each experiment varied between

me (sink conditions) and 30 mg (nonsink conditions).
Te dissolution studies were cazried cut in a USP 23 ap-

atus, method I Dissolution media were 900 ml of
titled water or acid medium. The temperature of the
dy was 37°C, and the system was stirred at 100 rpm.

amples were talcen at different time intervals: 5, 10, 15,
025, 30, 35, 40, 45, 50, 55, and 60 min. They were
en fltered and assayed by UV spectrophotometrical
Nalysis at 291 nm. Experiments were made in triplicate.

In Vivoe Characterization: Bi@a?aﬂabiiiﬁy
Study o

The bioavailability of ABZ:HPCD freeze:driad com:"
plex at a 1:1 ratic was compared with & conventional. .
ABZ suspension. Both formulations wére administered -
crally in a single dose of 20 mg/kg to Swiss CD-1 mice
(weight 30 = 3 g). After drug administration;’ groups of
6 mice were sacrificed, and blood samples were collected
at different times (0.25, 0.5, 0.75, 1.5, 3, and 6 hr). Blood
samples were heparinized and centrifuged individually
after the extraction. Plasma samples were frozen until the
high-performance liquid chromatography (HPT.C) analy-
sis, previously described (5).

The The and Che were estimated as the mean values
of time (T, taken to achieve maximum plasma concen-
trations (Cpa Tor each of the 6 mice used at each time
point. The areas uader the plasma concentration-time
curve between 0 hr and 6 hr (AUC_s) were calculated by
the trapezoidal method (6). Comparative statistical study
among formulations was performed by a one-way analy-
sis of variance {ANOVA) fest.

RESULTS AND DISCUSSION

Figures 2, 3, and 4 show phase solubility diagrams for
MBZ, ABZ, and RBZ, respectively, in distilied water.
Figures 5, 6, and 7 show results in acid medium. The
solubility of these drugs increases linearly with increas-
ing concentration of CyDs. According to the Higuchi and
Connors method {4), the phase solubility diagrams in our
experimental conditions can be considered as A types.
This behavior is characteristic of complexation with the
stoichiometric ratio of drug:CyD of 1:1. The apparent
stability constants Kc¢ of the different anthelmintic drugs
with the different CyDs in distilled water or in acid buffer
medium were calculated from the slope and intercept Sq
of the initial straight-line portion of the diagram ac-
cording to the following equation: K = Slope/S, (1 -
slope).

Tables | and 2 show results of Ke (M™Y) and r values
(in parentheses) for the different drug:CyD systems in
distilled water and acid buffer mediuvm, respectively. The
stability constants correlate with the interaction forces
between guest (drug) and CyD. In our systems, the stabil-
ity constants usualty have low values, which means a
weak association-dissociation in both media tested. Kc
values are characieristic of the pH in the liquid medium
and also depend on the benzimidazole carbamate drug
and type of CyD. Kc values between 200 and 5000 M
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Phase solubility diagram of MBZ in distilled water

sidered by various authors as the most suitable
rprovement of bioavailability of poorly soluble
According to these criteria, the best results for
zimidazole carbamate drugs are obtained with the
uble drugs (MBZ and ABZ). Clearly, drug solu-
fects Kc vaiues. When drug solubility increases,
1es decrease. This effect can be due to the hydro-
v of the drug and has been reported previously
16 other molecules (8). If inclusion of CyDs de-
on hydrophobicity of the drug, when hydropho-
creases (and water solubility increases), Kc must

s 1 and 2 and Figs. 2—7 show how drug solubility
on the amount and type of CyD. The type of
produces the highest solubilization effect de-
o0 on the drug. For example, for the least-soluble
B7Z), the highest solubilization effect was
“with CD. Nevertheless, for the more-soluble
BZ and RBZ), the best results were obtained
most-soluble CyD (MCD). -
acid pH (1.2), higher solubility values were ob-
due to the ionization effect of the three drugs, al-
with a lower stability constant than in distilied
Benzimidazole carbamate drugs are basic drugs,
cid medium they are in ionized form, which is

Castillo et al,
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Figure 3. Phase solubility diagram of ABZ in distilled water
in the presence of different CyDs.

most soluble, but as reported previously, icnized mole-
cules produce weaker interactions with the hydrophobic
cavities of CyDs than un-ionized ones (9,10). At acid pH,
MBZ. and RBZ increase their solubility by CyDs without
regard to the type of CyD. For ABZ, the greatest solubil-
ity effect was obtained with MCD.

It can be concluded from this part of the work that,
for MBZ, ABZ, and RBZ, drug solubility can be in-
creased with CyDs. The best results depend on the drug,
type of cyclodextrin, and pH of the medium.

Among the different CyDs studied, HPCD was chosen
to prepare solid inclusion complexes because of its low
toxicity and high solubilization effect in ABZ. Solid in-
clusion complexes were prepared by coprecipitation and
freeze-drying techniques.

Figure 8 shows the DSC results for ABZ, HPCD,
physical mixtures, coprecipitation, and freeze-drying sys-
tems at a ratio of 1:1. For the ABZ sample, a sharp eado-
thermic peak is observed between 200.6°C and 200.5°C.
The peak is not a clear single peak. In fact, it can be
considered & double peak, which can be indicative of
polymorphous or epantiomeric compounds. The ABZ
polymorphons form has been reported by Zhu, Yang, and

"Botha (11). In the thermogram of HPCD, three endother-

mic peaks are observed. In the range of temperatures be-
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1 [ 13 1]
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“hase selubility diagram of RBZ in distilled water
esence of different CyDs.

Cand 75°C, a decormnposition of approximately
weight of CyD is produced. In the range be-

°C and 100°C, loss of water is produced (the
content of the sample assayed by desiccation
n 3% and 4%). Near 350°C, the endothermic
ponding to HPCD fusion is observed. The
mixture of ABZ and HPMC shows a behavior
considered a superposition of its two compo-
ABZ:HPCD systems obtained by the co-

ation: method, the DSC technique shows the endo-
zak corresponding to the melting of ABZ
this peak is partially reduced in size when com-
ie:ABZ as a raw material, the presence of this
ates that a true inclusion complex has not been
Nevertheless, in the ABZ:HPCD systems ob-
e freeze-drying method, the endothermic
tresponding to melting of ABZ is not present. A
pears at temperatures between 260°C and

At can be attributed to melting of true inclusion

shows the dissolution rate profile of different

es in sink conditions. Solid systems, obtained
ation and freeze-drying methods, show

d ereater solubility than the reference ABZ, and
mixtires of ABZ:HPCD. The high ABZ disso-

sc MBZ {mM)

B0 80 100
C Cybs (mM)

—&— oD

~&~ HPCD  —% MGCD

Fignre 5. Phase solubility diagram of MBZ. in acid buffer me-
diuvm (CIK/CIH 0.2 M) in the presence of different CyDs.

lution obtained by the coprecipitation method is probably
because most of the ABZ molecules are surrounded by
HPCD molecules, which increase the hydrophilic charac-
teristics of ABZ. Solid systemns obtained by freeze-drying
methods show the highest solubility rates at the begin-
ning of the dissolution fest (approximately 10 min).
Later, a small decrease on solubility was observed. This
effect is more important when the dissolution test is per-
formed in nonsink conditions (see Fig. 10). For the solid
systems obtained by coprecipitation and freeze-drying
methods, an increase of solubility is achieved when
the proportion ABZ:HPCD is increased to molar ratios
1:1.5 and 1:2 (results are not shown). Figure 9 shows
there are few differences in dissolution between reference
ABZ and the physical mixture of ABZ:HPCD. Perhaps,
a slight enhancement of dissolution is achieved in the
physical mixtures that can be due to the formation of a
hydrodynamic layer of CyDs surrounding the ABZ parti-
cles in the acid medium. A similar effect was noticed by
[smail (12,13).

Figure 10 shows the dissolution rate profile of the dif-
ferent ABZ formulations in nonsink conditions. In clini-
cal therapy, the doses of ABZ can be as high as 800 mg.
With this amount of ABZ, perhaps sink conditions are
not obtained in the digestive system. Dissolution tests in
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_-s_blubility diagram of ABZ in acid buffer me-
02 M) in the presence of different CyDs.

edivm with 50 mg of ABZ samples were
e effect of being in nonsink conditions.
ntal conditions are probably more similar

al situation than the experiments carried
ses of ABZ, which were used in order to
us. In these dissolution conditions, the

of solubility at some points of the dissolu-
ve times that of the reference. MCD and
loyed to prepare inclusion complexes
effect on ABZ dissolution of these two
very similar in acid buffer medium. The
menon observed and discussed in Fig.

ed in Fig. 10. This effect is even more
ink conditions than under sink conditions,
¢ higher doses of ABZ are used; for this
recipitation is produced more markedly.
een observed for piroxicam—polyethyl-

900 i solid dispersions (14), nifedipine with
col 6000 and hydroxypropylmethyl cel-
different drug:CyD systems (16,17).
been described as a supersaturation phe-

! produce discrepancies between in vitro

St e'_s:uits and in vivo bioavaiiability results.

Castilio et al.
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Figure 7. Phase solubility diagram of RBZ in acid buffer me-
dium (CH/CIH 0.2 M) in the presence of different CyDs.

According to Pedersen (18), this effect can explain why,
in some works, worse biological results than those ex-
pected are obtained.

A liguid formulation of ABZ with HPCD was chosen
for bioavailability studies. The oral bicavailability of this
new formulation was compared with an ABZ suspension.
Both formulations were orally administered in mice.
Plasma samples were taken at different times, and drug
concentration was assayed by HPLC. Due o the fast

Table 1
Drug Solubility in Distilled Water

Drug/CyD CD HPCD MCD

MBZ 1026 3047 588.5
(0.99) (0.95) (0.99)

ABZ 68.9 203.7 435.2
(0.853) (0.99) (0.99)

RBZ 108.3 139.3 171
(0.96) (0.09) (0.99)

Ke (M™") and r values (in parentheses) for the different drug: CyD sys-
tems.
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Table 2
Drug Solubility in Acidic Medium

cD HPCD

270
(0.99)
200.2
(0.95)
8.69
(0.93)

d 7 values (in parentheses) for the different drug: CyD sys-

mﬁtaboiization, its main metabolite RBZ, which has
mintig.properties, was assayed. So, bioavail-
haracteristics of ABZ were studied depending on
teentrations obtained after ABZ admiuistra-
plasma concentration time results are shown

The foliowing bicavailability parameters were

200

Temperature {°C}

DSC thermograms of the following compounds:
a.Z.O_I:E_'; (b) HPCD; (c) physical mixture in a 1:1 ratio;
tion complex ina 1:1 ratio; and (&) freeze-dried

Dissolution {%)

1 1
30 40
Time (minutes)

o2
Q

Figure 9. Dissolution rate profile in sink conditions in acid

_ buffer medium for O, ABZ; A, physical mixtarein a 1:1 ratio;

¥/, coprecipitation complex in a 1:1 proportion; and U, freeze-
dried complex in a 1:1 ratio.

determined: Tou, Crue A0d AUCq_s 5 they are shown in
Table 3. Significant differences (p < .05) were obtained
for the Tiwe Cmm and AUC, s, values. When ABZ is
administered as a Hauid sofution (HPCD complex), faster
absorption is achieved than with the reference fornuila-
tion of ABZ suspension. Similar results have been de-
scribed previously using liquid sofutions of ABZ solubi-
lized by Transcutol (19) and with HPCD (20} and
compared to suspensions.

o Dissclution (%)

40
Time [(minutes)

Figure 10. Dissolution rate profile in nonsink conditions in
acid buffer medium for O, ABZ; O, freeze-dried complex with
HPCD in a 1:1 proportion; and V, freeze-dried complex with
MCD in a 1:1 ratio.
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ABZ REFERENGE —5- ABZ-CD

Mean plasma concentration-time profiles of RBZ
ation of two ABZ formnlations equivalent

. -Each point represents the average * SE of
ts.The freeze-dried complex of ABZ with HPCD

HO.

CONCLUSIONS

ic:CyD compiexes can be obtained to in-
ility of different benzimidazole carba-
this end, HPCD and MCD are better op-
The freeze-drying method is useful for
clusion complexes. Meanwhile, the co-
fiethod is also useful for obtaining solid
ugh no true inclusion complexes were ob-
obtained by freeze-drying and coprecipi-
lad better solubility characteristics than
terial. The bioavailability results show

> complexes had faster absorption than a

Table 3

~Bioavailability Results

Tmnx Crrmx - AUC 0-6
(br) (ig/ml) (i1g hr/inl)

. 33 (0.14) 7.6 {0.68) 2617 (2.7)
71.25 (043) 4.51 (0.6) 18.7 (2.1)

Castillo et al.

conveniional ABZ suspension formulation. Furthermore,
higher and significant (p << .05) values of AUC and C,,
were obtained.
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IMPROVING BIOAVAILABILITY AND ANTHELMINTIC ACTIVITY OF ALBENDAZOLE
BY PREPARING AILBENDAZOLE-CYCLODEXTRIN COMPLEXES

GARCIA-RODRIGUEZ 1.1, TORRADO ] & BOLAS F.*

wéilability and anthelmintic activity of albendazole-
in complexes (ABZ-LCDC) compared o olbendazole
s in coboxymethylcellulass (ABZ-CMC) was assessed in
mode! for Trichinella infeclions. Swiss CD-1 mice
ly infecied with T.spiralis ware trecied with both
aginst enteral [adull worms) and parenteral
nd encysted larvae). Oral bioavailability was assessed
'Tched mice ireated with 50 mg/kg of both formulations.

e albendazolesulphoxide [ABZSO] encnlicmer -] were
nlly increased following administration of ABZCDC in
ABZCMC,

DS : olbendazole, bicovailability, Trichinefla, cyclodextrins.

bendazole (ABZ) is a broad spectrum antipa-
sitic drug acting against protozoa and hel-
minth parasites. Following oral administration
quickly biotransformed in its active intermediate
te albendazole-sulphoxide (ABZSO) which
tly is oxidized to the inactive form of sul-
(ABZSO2) (Gyurik et al, 1981). ABZSO exhi-
ality with two enantioneric forms present in
elatour ef al, 1990). As other benzimidazole-
dles ABZ is poorly soluble in water and there-
t5 absorption by the oral tract is reduced (Villa-
al, 1992). In the present paper the oral
ilability and anthelmintic activity of ABZ for-
 solid complexes in hydroxypropyl-8-cyclo-
ABZ-CDC) was evaluated in a mouse model
etimental trichinellosis.

RIAL AND METHODS

he MFEL/ES/52 GM-1 18848 isolate of T spiralfis
a3 used. The methods for infection and worm
'Ele_ct:on were those described by Denhan &
€1970).

LS de Parasitologia® y Depariamento de Farmacia y Tec-
Farmaceutica®. Facultad de Farmacia, Universidad Com-

Pain,

394 18 18 - Fax: 34-91-394 18 15

a5@eucmax sim.ucnes

DRUGS AND FORMULATIONS

ABZ was suplied by Chemo Iberica Co (Spain). ABZ
suspension was prepared in 0.5 % sodium-carboxy-
methylcellulose (ABZ-CMC). ABZ-CDC were prepared
by the co-precipitation and freeze-drying methods
(Castillo et ai., 1999)

INFECTIONS AND TREATMENTS

Swiss CD-1 mice aged eight weeks were purchased
from Charles River, France. For anthelmintic assays ani-
mals were each infected with 300 larvae of T. spiralis
and then orally treated with albendazole against three
different stages of the life cycle as summarised in
table 1. "

Treatment Worm counting
(Days p.t.) (Days p.i.)

Dose
{mg/kg)

Adult 5, 10 1 0
Migrating larvae 50, 100 13, 14, 13 30
Encysted larvae 30, 100 35, 36, 37 45

Stage

Table I. — Treatment schedule.

(ORAL BIOAVAILABILITY

Age matched animals to those used for infection were
treated with 50 mg/kg of ABZ-CMC or ABZ-CDC. The-
reafter, five mice per each sample point were anaes-
thetised with 15 % urethan solution and their blood
collected from the heart by cardiac puncture at points

0.25, 0.5, 0.75, 1.5, 3, 6, 24, 48 and 72 hours post-treat-

ment and the corresponding sera individually tested for-. L

ABZ ABZSO (+, —) and ABZS0O2 metabolites by HPLG :
(Garcia ].]. et al, 1999).

RESULTS

#F{he pharmacokinetic profiles of ABI

i
3

| administration of ABZ-CMC ‘and "ABZ:CD
M shown in Fig. 1. Absorption was quicke




Time {howrs}

entrations of ABZSO in plasma of mice follo-
tistion of 50 mg/kg of ABZ-CMC or ABZ-CDC.
the Mean % standard deviation of five samples.

ded in CDC than when suspended in
O Tmay, = 0.5 h and 3 h respectively).
oncentrations achieved were signili-
following administration of ABZ-CDC
(Cmax = 16.96 ng/m] and 7.53 ng/ml,
85 1g.h/ml and 34.296 ng.h/ml, respecti-
concentrations of ABZ and ABZSOZ
base level (data not shown). Administra-
DC significantly increases the proportion
ibundant enantiomer ABZSO (Figs 2
itison of anthelmintic effects of both for-
marised in Fig. 4.

s from this work show that cyclodextrins are
rug formulating devises as significant
bioavailability of ABZSO is achieved

ministered included in cyclodextrin in

gainst all stages of Trichinella life cycle,
against intestinal and muscular stages.
ént in pharmacokinetics as well as in
ffects of ABZ-CDC against intestinal
arable to that obtained with ABZ for-
lid dispersion in PVP (Lopez et al., 1997
“CDC complexes are easier to prepare
er chemical stability. The enantiomeric
BZSO are similar to those previouly
ce (Garcia et al, 1659) and in rats (Dela-
990). The proportion of the supposed more
antioner {-) is significantly increased fol-
inistrarion of ABZ-CDC with respect 10
5 could indicate that this form is the main
¢ anthelmintic activity.

75188-5100

Percentage of enantioner

15
Time (houis)
Fig. 2. — Enantiomeric separation of ABZSC in plasma of mice fol-

Jowing oral administration of 50 mg/kg of ABZ-CMC. Each point
represent the mean of five samples.

Percentage of enandiomer

Time (hours}

Fig. 3, ~ Enantiomeric separation of ABZSQ in plasma of mice {ol-
lowing oral administration of 50 mg/kg of ABZ-CDC. Each point
represent the mean of five samples.

# ARZ+CMC
0 ABZ:CBC

& &
& @&

N s
@.@9 ®

Percentage reduction

Stage and dosage

Fig. 4, — Anthelmintic activities of ABZ-CMC and ABZ-CDC against
different stages. of T. spivalis in mice (AD: Adult worms, MGL:
Migrating larvae; MSL: Encysted muscle larvae).

ACKNOWIEDGEMENTS

This work was founded by project FIS n® 99/0118




LAs' F. & Torrapo JJ. Preparation and characterization
albendazole S-cyclodextrin complexes. Drug Develop-
nt and mdustrial Pharmacy, 1999, 25, 1241-1248.

enc;ng the Oeneranon of the chual sulphomde meta-
ite of albendazole in sheep and rats. Chirality, 1990,

B D. & Martmgz AR M. Studies with methyridine and

hinella spiralis. 11. The use of the drug to study the

e of larval production in mice. Journal of Helmintho-
1970, 44, 357-363.

inciai]]., Boras-Fernanpez F. & Torrano J.J. Quantitative
determination: of albendazole and its main metabolites in
sma. Journal of Chromarography B, 1999, 723, 265-271.
vk R J., GEow AW, Zaser B, BruNer EL., Moier J. A7
7laN AJ., PETra LA, & Parisd R.C. Metabolism of alben-
‘ale in catile, sheep, rats and mice. Drug metabolism
disposition, 1981, 9, 503-508.
pE7 M.L., TORRADO S., TORRADO 5., MARTINEZ A R. & Boias F.
}'.mprovement of ﬂlbendazoie efflcacy against enteral, but
not against parenteral stages of Trichinella spiralis by
preparing solid dispersion in polyvinylpyrrolidone. Che-
therapy, 1997, 43, 430-435.
VERDE C., ALVAREZ 1., DEL EstaL J.L. & PrieTo J.G. Alben-
ole and mebendazole uptake by isolated enterocytes.
et Pharmacol, Ther, 1992, 19, 27-31.

Parasite, 2001, & $188-5190




Available online at www.sciencedirect.com

soizncE (fjorascre international
@ journal of
pharmaceutics

International Journal of Pharmaceutics 250 (2003) 351338
www.elsevier.com/locate/jpharm

vailability and efficacy characteristics of two diftferent oral
liquid formulations of albendazole

Juan José Garcia?, Francisco Bolas?, Juan José Torrado ™*

amento de Parasitologia, Focultad de Farmacia, Universidad Comphetense de Madrid, Pluza Ramén y Cajal, 28040 Madrid,
i #y Spain

mento de Farmacia y Tecnologin Farmacéutica, Facultad de Farmacia, Universidad Complutense de Madyid, Plaza Ramon y
: Cajal, 28040 Madrid, Spain

Received 19 December 2001; received in revised form 17 July 2002; accepted § October 2002

a) bioavailability and anthelmintic efficacy in mice of a new formulation of albendazole (ABZ) dissolved in a
o of hydroxypropyl-p-cyclodextrin (HPCD) are compared with a conventional ABZ suspension of carbox-
thylcellnlose, Plasma concentrations of ABZ and albendazole sulphoxide (ABZ-SO), its active and main
olité, were assayed by HPELC. The AUC,_,, and .. values obtained for both ABZ and ABZ-SO, after
ation of the ABZ-HPCD solution were significantly higher (P < 0.01) than those obtained from the ABZ
sion. Although, the differences between the ABZ and ABZ-SO-Tp,, valiies were found not to be significant,
of the formulation. The anthelmintic activities against enteral (pre-adult) and parenteral (migrating and
larvae) stages of Trichinella spiralis were studied in mice. The ABZ solution was more efficient against pre-
fid encysted larvae than the ABZ suspension. The efficacy differences between both formulations against the
“larvae, were found to be not significant (P < 0.05). For the migrating parasite stage, there was a linear
fion between the anthelmintic activity and pharmacokinetical parameters with respect to the ABZ-AUCy_ ..
nwhile, for the muscular encysted parasite stage, better relationships were obtained for AUCy_ o, and Cpay

e from ABZ-SO, which had corrzlation coefficients of 0,996 and 0,987, respectively.

Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Albendazole; Bioavailability; Activity; Efficacy; Cyclodextrin; Pharmacokinetic

1. Introduction

Albendazole (ABZ), methyl {S-(propyl-thio)-1~
H-benzimidazole-2yl} carbamate, is a broad spec-
trum antihelmintic drug with low aqueous solubi-
Hty, which may Hmit its oral absorpticn (Jung et
al., 1998). In order to prepare ABZ solutions,
address; torradol@farm.uem.es (1), Torrado). different formulation approaches have been ex-

onding author, Tel.: +4-349-13-94-1727; fax: +349-

- see front matter © 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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perimented in the last years. For instance, since
BZ is basic in nature, its selubility could be
sereased by iomisation in an acid medium,
although this increase in solubility is not encugh
rithe preparation of high ABZ concentration
oses. Another way of increasing its solubility is
addition of surfactant agents, such as poly-
bate and bile salts, or coesolvent agents, like
Transcutol® (Torrade et al, 1996a, 1997; Re-
dondo et al., 1998). Some of these excipients may
alss have some absorption enhancer effects, which
be useful on increasing the oral bicavailability

BZ formulations. Unfortunately, many of

ese agents can also be irritant to the digestive

stem Hpings and so its use must be restricted.

vhenever possible. Alternatively, the ABZ solubi-
Hty can be improved by elaboration of solid
ispersions with polyvinylpyrrolidone (Torrado
al., 1996b; Lopez et al., 1997); although the
boration method, rotatory evaporator and the
of organic co-sclvents, and the high quantity/
concentrations of the complexing agent are the
application limiting factors for these products,
R__f_:t_:ént]y, the use of hydroxypropyl-B-cyclodextrin
HPCD), has facilitated the formulation of high
centration of ABZ solutions {Castillo et al.,

9; Piel et al., 1999),
The aim of this paper, is to compare the
oavailability and anthelmintic activities/charac-
teristics of HPCD-ABZ selution-formulation to 2
conventional reference ABZ suspension in sodium
rboxymethylcellulose. Moreover, the correlation
etween the bioavailability and anthelmintic effi-
cy was studied. Thus, different doses of ABZ
0=100 mg/kg) were orally administered to mice
ind blood samples were taken for analysis of ABZ
oncentration and its main metabolites by HPLC
arcia et al., 1999). Furthermore, the anthelmin-
ctivity of ABZ formulations was studied in the
hinella spiralis model in mice at three different
_'g:cs {pre-adult, migrating and encysted larvae)
the parasite infection. This in vive model allows
$ to study the efficacy at both the enteral stage
re-acdult) and at the parenteral stage (migrating
d-encysted larvae). Therefore, the model can be
‘to verify whether a certain formulation might
¢ ‘indicated for various stages of helminthic
afections or not (Lopez-Garcia et al., 1997, 1998).

. 2. Waterials and methods

2.1, Chemicals

ABZ and albendazole sulphone (ABZ-SO-)
were kindly supplied by Glaxo-Smithkline (Eng-
land). Albendazole sulphoxide (ABZ-50) was a
gift from Chemo Ibérica (Madrid, Spain). HPCD
was supplied by Cerestar Ibérica (Barcelona,
Spain). All the products and materials used in
this study comply with the pharmaceutical and
analytical standards, respectively.

2.2, ABZ formulations (8 mghml) and
determination of dispensing error

- ABZ sclution was prepared by dissolution of
ABZ in a solution of 20% {w/v) HPCD in 0.2 M
HCL The final pH of the solution was 0.92.

- ABZ suspension was prepared i 0.5% (w/v)
sodium-carboxymethyleellulose of low viscosity
grade (Panreac, Spain).

Dispensing error was determined by injecting/
dosing ten samples. In order to achieve an
adequate homogeneity the ABZ suspension was
stirred by means of a magnetic stirrer while
sampling. Then, the samples were assayed by
HPLC and the coefficient of variation of the
mean value was used as the dispensing error.

2.3. Oral bioavailability study

Swiss CD-1 mice weighing 30-35 g were em-
ployed. Food and water were supplied ad hbitum.
The formulations were administered orally via
bucco—gastric tube. Each ABZ dosage form (solu-
tion or suspension) was administered at doses of
50 and 100 mg/kg. After drug administration, the
mice were divided into groups of at least six, and
later the animals wers sacrificed and blood sam-
ples were coilected at the following time mtervals:
0.25,0.5,0.75, 1.5, 3, 6 and 24 h. Lastly, the blood
samples were heparinized and centrifuged indivi-
duaily. After the extraction process, the blood
samples were frozen until HPLC analysis,
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1 HPLC analysis
odular liquid chromatograph equipped with
on 305 and 306 isocratic pump, an automatic
pler (Gilson 231 XL) fitted to a 100 ul sampler
p (Rheodyne}, a variable wavelength detector
575, JASCO) and an integrator (Spectra-
sics SP-270) was used.
_rder to precipitate proteins, 2 ml of metha-
re'added to each aliquot (0.4 mi) of plasma
fter vortex-mixing for | min, samples
trifuged at 3000 x g for 10 min and

re). In order to quantify ABZ concentra-
100 1l of the filtered aliquot-fractions were
into the HPLC system.
BZ assay was conducted according to the
G methods described in TSP 24 (2000), using
m Cyg (Hypersil®) 250 x 4.6 mm column and
obile phase containing 3.5 g of Na,HPO.
solved in 400 ml of water and mixed with 600
1ethanol at a flow rate of | ml/min. Samples
‘analysed at 291 nm. Under these conditions,
Tetention time was |5 min. Validation data for
gthod can be summarised as follows, the
rity was studied at the range hetween 0.0f-1
I'and the correlation coefficients were ap-
ihately 0.99. The obtained ABZ quantitation
{signal-to-noise ratio = 5) and inter-day pre-
n were 4 ng/mi and 2.9%, respectively.
37-50 and ABZ-SO, are the two main
Eﬁ_diites of ABZ and both of them were
/ed basing on the method previously described
sarcia et al. (1999). Hypersil® BDS ODS2
(250 x 4.6mm, 5 um) and & mobile phase
aining 800 ml of waler with 188 pl of
phoric acid §5% and 200 ml of acetonitrile
flow rate of 1.5 mli/min were used. The
1ed samples were measured at 290 nm. Under
se conditions, the retention times were 8.5 and
nl for ABZ-SO and ABZ-SO,, respectively.
ion data for the method are summarised as
ng, the linearity was studied in the range
en 0.01 and 1 pg/m! and the obtained
lation coefficients were approximately 0.99.
Uantitation limits for ABZ-S0 and ABZ-50,
al-to-noise ratio = 3), were 13 and 10 ng/ml,
ctively. Whilst, the inter-day precision were 4

and 4.4%, for ABZ-50 AND ABZ-S50,, respec-
tively.

in order te proceed with the quantitative assay
on {(+)ABZ-80 and (—)ABZ-SO, the samples
were first assayed by the previously described
non-chiral procedure and liquid samples were
collected in accordance with the ABZ-50 retention
time. Then, the samples were concentrated to
dryness in wvacuum at 70 °C using a Savant
Speedvac® concentrator. Then the samples were
dissolved in ! ml of mobile phase and fiHtered
through PVDF Durapore® (.45 um filter (Milli-
pore). The chiral assay was performed according
to,the method previously described by Garcia et al.
(1999). A chiral-AGP column (100 x 4 mm, 5 pm)
and a mobile phase containing sodium phosphate
buffer (8 mM, pH 7.0) with 1.25 ml of 2-propancl
at a flow rate of 0.9 ml/min were used. The
collected samples were analysed at 290 nm. Under
these conditions, retention times for (—)ABZ-SO
and (+)ABZ-SO were 2.0 and 3.1 min, respec-
tively. The validation data for the chiral assay
method can be summarised as follows: the linearity
studied in the range between 0,01 and 1 pg/ml and
the obtained correlation coefficients were at least
0.99. On the other hand, the (—}ABZ-SO and
(+)ABZ-SO quantitation limit and inter-day pre-
cision for the two enantiomers are similar such
that 3 ng/ml and 3.5%, respectively.

2.3.2. Bioavailability parameiers

Toax and Cu., were estimated as the mean
values of time (T, taken to achieve maximum
plasma concentrations (Cipayx) for the six mice with
the highest ABZ plasma cencentration for each
administered formulation. The AUC,_,, was cal-
culated, for ABZ and ABZ-SQ, as the sum of
AUCO,}; and AUC24—nm- AISO, the AUC9_24 WS
calculated by the trapezoidal rule method and
AUC;4.. ., was estimated as the quotient between
Caq and K. The K. was caiculated as the slope,
from the final phase of the log concentration—time
curves. Comparative statistical studies on the
bioavaiiability between the two formulations
were performed by a one-way analysis of variance
{ANOVA) test, and the possible correlation be-
tween the bicavailability parameters and the
anthelmintic efficiency was studied by linear
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orrelation analysis and the corresponding corre-
ation coefficients were estimated (Statgraphics,
rersion 4.0).

Fvaluation of the efficacy of ABZ dosage -
ornis on Trichinella spiralis model

The GM-1 isolate of T. spiralis was used. The
solate was isoenzymatically identified at T. spir-
s (Reference Centre for Trichinellosis Istituto
uperiore i Santd, Rome) and kept under the
de MFEL/ES/S2 GM-1-IS548 (La Rosa et al.,
992). In order to evaluate the anthelmintic

ctivity of,the formulations, groups of ten mice -

ser treatment-dose were orally infected with 300 +
0. 1.1 muscle larvae isolated from infected mice
rcasses, following an artificial digestion as
escribed by Martinez-Ferndndez (1978). The
ame doses of ABZ formulations (suspension or
solution) were administered orally by buccogastric
ube. Groups of ten mice per formulation and
arasite stage were kept as controls, and were
idministered with vehicle alone. Treatments were
pplied at three different stages (pre-adult, migrat-
‘Inig larvae and encysted larvae) of the parasite. For
the pre-adult parasite stage, the formulations were
dministered 24-h post-infection (p.i.) at 5 and 10
ng/kg.
- For treatment of the migrating larvae, first of
1, it was necessary to remove the adults remain-
ng in the gut without affecting the migratory new
orn larvae (Denham and Martimez, 1970). This
‘was achieved by treating both, the control and
xperimeental groups, on day 9 p.i., with tricho-
hon (Neguvon, Bayer 8.A., Spain) at 90 mg/kg
administered orally plus cne imtramuscullar injec-
on of atropine sulphate (Bayer S.A.}, at | mg/kg.
.ater on, the ABZ formulations were administered
t 50 and 100 mg/kg on days 13, 14 and 15 p.d.

reatment against encysted larvae was given at 50
nd 100 mg/ke, on days 34, 35 and 36 p.L.

The effectiveness of the treatment against pre-
dult stages was assessed on day 6 p.i., after
acrificing the mice (previously anaesthetised
ith ether) by cervical dislocation. The numbers
f adult worms remaining in the gut were collected
nd counted in accordance with the method
escribed by Denham and Martinez (1970).

The measurement of drug effects on the migrat-
ing larvae, was carried out on day 30 pi. by
sacrificing the mice; the animals were skinned,
eviscerated and their carcasses processed to free
the muscle larvae, as described by Martinez-
Fernandez (1978). A similar procedure was fol-
lowed for the estimation of the drug effectiveness
against the encysted larvae, except that the animals
sacrifice and larval counting were carried out on
day 46 p.i.

The comparative statistical anthelmintic effi-
ciency studies between the different drug formula-
ticns were performed by paired student z-test. A P
value of less than 0.05 was considered as signifi-
cant.

3. Resulis and discussion

Fig. 1 shows the mean ABZ drug concentrations
after the oral admiristration of the two different
liquid formulations at doses of 50 and 100 mg/kg.
It is clear from this figure that the cyclodextrin
solution improves ABZ oral bicavailability in
relation to the conventional oral suspensions.
Due to fast ABZ degradation rate, its plasma
concentrations are very low. Under our experi-
mental conditions, its apparent elimination con-
stant was 0.33+0.1 per h. For this reason, it our
previous studies, the bioavailability of different
ABZ drug formulations has been studied by using
the ABZ-SO concentration data, which is its main

0.5
0,4
0.3
202
0.1

Time {h)

Fig. 1. Mean ABZ plasma concentration—time profiles after
oral administration of two ABZ formulations at doses of 50 and
100 mefke, Bach point represent the average£S.D. of six
experiments. Key: €, solution at 50 mg/kg; ¢, suspension at 30
me/kg; B, solution at 100 mgfkg and £3, suspension at 100 mg/

kg.
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ments. Key: €, solution at 50 mg/kg, &, suspen-
mgfkg; B, solution at 100 mg/kg and O, suspension

nd suspension formulations for the two
doses. These results are similar to those
d for ABZ, since high drug concentrations
obtained from the administration of cyclo-
iquid solutions compared with the ABZ
ns. But ABZ-SO is a chiral molecule with
antiomers that may have different activity.
fore, for comparative purposes, it is impor-
o study their proportions at different time-
als, in order to verify the possible drug
tlation effect on the ABZ-SO enantiomerical
wtions. Fig. 3 shows how after the oral
nistration of the different ABZ formulations
ce, the (—~)ABZ-80 enantiomer results in a
drug degradation rate compared with the
Z-50 enantiomer and hence the (—)ABZ-
omes the predominant enantiomerical form
These proportions are sunilar to those
y reported in rats (Delatour et al., 19904,
), and more recently in mice (Garcia et al.,
The (—-)ABZSO enantiomer iz predomi-
n rats and mice, while (4+)ABZSO is
minant in sheep, goats,- dogs, cattle and
elatour et al., 1990a,b, 1991a,b; Benoit et
2Y. Under our experimental conditions, no
cant differences {P < 0.05) in respect to the
enantiomerical proportions, were found
the formulations. Consequgntly, the mean
results can be used for the correlation
vetween bioavailability and efficiency.

—
(o)
o

-4
w

(+) ABZ-50

(g
w

Proportion of enantiomers (%}
o
o

Time ()

Fig. 3. Evolution vs, time of the enantiomeric propertions (%)
of the ABZ-30 enantiomers in mouse plasma (mean values and
S.D. of six animals) for the two formulations at the doses of 50
and 100 mg/ke. Key: &, (—)ABZ-S0 solution at 50 mg/ke; O,
{(--JABZ.S0 suspension at 50 mg/kg; B, {—)JABZ-50 solution
at 100 mg/kg; O, (—)ABZ-SO suspension at 100 mg/kg; @,
(+)ABZ-80 solution at 50 mg/kg; O, (4-3ABZ-50 suspension
at 50 mglkg; a, (+)ABZ-80 solution at 100 mg/kg and &,
(--}ABZ-80 suspension at 100 mg/kg.

Low ABZSQ, concenirations were obtained
after the HPLC assay, usually less than 5% of
the ABZSO value. In order to simplify the manu-
script the plasma concentrations of the inactive
ABZS0, are not included.

Finally, Fig.-4 shows the anthelmintic efficacy
results for both formulations, ABZ solution and
suspension, in the three different T spiralis stages:
adult worms, migrating and encysted larvae, In
terms of efficacy, there is-a significant improve-
ment (P < 0.05), when ABZ sclution was used
compared with ABZ suspension at the adult
worms and encysted larvae stages. The effect of
the ABZ solution against encysted larvae is of
great importance, since this formulation can useful
for treatment of incperable or disseminated cases
of other systemic helminthic infections such as
hydatidosis or neurocysticercosis. The anthelmin-
tic activity of both formulations against the enteral
parasite stages could be related to their bioavail-
ability properties.

Tables 1 and 2 show the effectiveness, expressed
as the mean percentages of parasites reduction,
and some bicavailability parameters, AUCj_ .,
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ENCYSTED LARVAE
ADULT WORNMS .

MIGRATING LARVAE

% Parasites reduction:

50
Posage (ma/kg)

Antiparasitic efficacy results expressed as the percen-
of reduction in parasite loads obtained for the two
llations, ABZ solution {whitz bars); and ABZ suspension
crossedh bars), at different doses on the three 7. spiralis ‘
fe stages. The values are expressed as the mean and standard
dation for ten animals.

cand Cu,, for ABZ and ABZ-S0, for the two
id formulations at the two assayed doses.

=rom these studies, it i1s evident that the HPCD
o‘hﬁ_ion with respect to CMC suspension, signifi-
antly (P < 0.01) increases the AUCy_ o and Crgy
afues for both ABZ and its main active metabo-
te ABZ-50, though the 7., valies for both
and ABZ-SO were no significantly different
(0.05). Similar bioavailability characteristics

of ABZ liquid formulations has previously been
reported (Castillo et al., 1999; Evrard et al., 1998;
(Garcia-Rodriguez et al., 2001).

The correlation coefficients between the bioa-
vailability parameters and the anthelmintic effi-
cacy for the migratory and encysted parasite stages
are also shown in Tables | and 2. It is also clear
that Ty, can not be adequately correlated with
the activity/drug efficacy tested on the two studied
infection stages. However, the AUC)_, and Cyy
values, under certain conditions could be well
correlated with the anthelmintic activity. Pre-
viously, Lopez-Garcia et al. {1997}, showed that
ABZ has a more potent antihelmintic activity than
its active metabolite ABZ-80. According to this
criteria, a better correlation between activity and
ABZ bicavailability parameters would be expected
than beiween activity and ABZ-SO pharmacoki-
netical parameters. For the migrating parasite
stage there was uneither significant {P <{0.05}
improvement effect between the two tested liquid
formulations nor the ABZ-SO pharmacolinetical
characteristics/parameters have good correlation
with the activity, but the ABZ—-AUC_, could be
significantly correlated with activity.

However, for the muscular parasite stage, both
the AUCh.,, and Cpax values of ABZSO are
better linearly correlated with activity than the
ABYZ bioavailability parameters. The possible ex-
planation for this better correlation relationship

relation between the anthelmintic efficiency on the 7. spiralis at the migrating stage and the bioavailability properties, for both

dosss (50 and 100 mg/ks)

Ziand its main active metabelic ARBZ-50, for two liquid formulations of ABZ: as suspension in CMC and solutien of HPCID, at

Efficiency reduction (54) ARZ

ABZ-50

AUCy. ., *

(g h/ml)

AUCO—:/: i Cmnx b
(pg h/ml} (ug/ml)

Cfllﬂ.‘( e T“’\:’\X (h)
{(pg/ml)

0.20
0.49
0.73
0.99
0.97*

0.07 0.5 6.9 4.8
0.35 0.25 57.2 7.9
0.69 075 42.4 5.1
0.39 0.33 100.2 14.4
0.61 —0.07 0.79 0.7

lie possible statistical significant differences between the bioavailability parameters (AUC, Cuay 800 Tina) obtained either from
€ or HPCD formulations were studied by ANOVA test, while the possible correlation between these bicavailability parameters
‘the anthelmintic efficiency were studied by linear correlation. Key: *, Significant (P < 0.05); **, significant (P <0.01).




50 and 100 mglkg)

LA Garcia et al, { Inrernational Journgi of Pharmaceutics 250 (2003) 351358 357

lation between the anthelmintic efficiency on the 7. spiralis encysted larval stage and the bioavailability properties, for both ARZ
5 main active metabolite ABZ-50, for two liquid formulations of ABZ: as suspension in CMC and solution of HPCD, at two

Efficiency reduction (%) ABZ ABZ-50
AUCO--::; ot Cnl:l:{ o Tm:lx (hJ AUCDOO o Cm;\x o Tm:\x (h}
(ng h/mb) {ng/ml) (ug himb (pg/mb
MC-50 99 - 0.20 0.07 0.5 309 48 125
-50 35.1 0.49 0.35 0,25 57.2 7.9 1.75
oo 33.0 0.73 0.09 0.73 42 4 51 2
100 97.5 0.99 0.39 033 100.2 4.4 1.75
efation coefficient - 0.81 0.80 —0.59 0.99%« 0.59* 0.35

en ABZ-SO anthelmintic activity and phar-
kinetic parameters on the encysted larvae
e with respect to ABZ, may be reiated to the
rences in drug concentration and elimination
mstants. In Figs. | and 2, we can observe that
¢ are higher plasma concentration and lower
ation constant values for ABZ-SO than
Z. As a result, higher AUC,_.. values are
med for the ABZ-SO than for ABRZ (see
es | and 2). The AUC higher values (ca. 108§
s) may sufficiently compensate the observed
ifferénces on activity. Moreover, the longer
anence of the ABZ-SO molecules in the
.}"ﬂmay facilitate the access to the muscular
Sted parasites, and hence justifying its better
lation with anthelmintic activity.
lother important difference between the two
uid formulations, is the significant (P <0.01)
alue of the dispensing error for the solution
comparison to the suspension. The syringe
tmetric error during the solution dispensing is
%, and the dispensing error for the suspension
viation is 12.4%, since suspension stirring
ng dispensing process, alone, is not sufficient
h to achieve an uniform solution. Never-
8, this difference on dispensing process
een the formulations does not have a clear
effect on the in vivo results, due to the high
ation coefficients of the drug concentrations
afly around 20%), regardless of the adminis-
- formulation. The variation coefficients for

or HPCD formulations were studied by ANOVA test, wi

possible statistical significant differences between the bicavaitability parameters (AUC, Cpax and 7T, obtained either from

hile the possibie correlation between these bioavailability parameters
e anthelmintic %?ﬁciency were studied by linear correlation, Key: #, Sigaificant (P < 0.05); **, significant (P <0.0D).

the anthelmintic activity between are close to 30%,
which are higher than those obtained for the drug
concentrations, Even though, the variation coeffi-
cients for the anthelmintic activity between both
types of liguid formulations, are similar.

In conclusion, the ABZ liquid sclution clabo-
rated with HPCD has higher AUC,__, and Crrax
values than the ABZ suspension. The liguid
sofution s significantly (P <0.05) more active
against T spiralis infection at the enteral and
muscular stages than the conventional CMC
suspension. On the other hand, for the migrating
parasite infection stage, the best correlation coeffi-
clent between activity and bicavailability para-
meters/characteristics are obtained from the ARZ—
AUCy. ., value. Meanwhile, for the muscular
parasite infection stage, better correlation coeffi-
cients between ABZ-SO activity and pharmacoli-
netical parameters/characteristics is obtained for
the AUCy o, and Cipay values. Contrary, the Ty
vaiues seem to have no linear correlation with the
anthelmintic effects.
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