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Introducción. 

Los fármacos se unen a proteínas plasmáticas en mayor o 
menor grado. La unión de fármacos a proteínas es un factor 
importante en la farmacocinética y en la farmacodinamia del fármaco 
ya que únicamente el fármaco libre puede pasar a través de las 
membranas celulares y alcanzar los receptores, ejerciendo su 
actividad terapéutica. 

La formación del complejo fármaco-proteína es un proceso 
saturable, de manera que si las dosis son muy altas o existe alguna 
enfermedad en la que la concentración de proteínas plasmáticas, 
principalmente albúmina, se vea disminuida, puede llegarse a una 
saturación que trae como consecuencia una mayor concentración de 
fármaco libre pudiendose presentar un aumento imprevisto en la 
respuesta farmacológica y por lo tanto toxicidad. Este mismo efecto 
se presenta si el fármaco se administra conjuntamente con otro que 
pueda provocar un desplazamiento competitivo de los sitios de unión 
a proteínas plasmáticas. 

El albendazol es un bencimidazol carbamato, que sufre un 
extenso efecto del primer paso, metabolizándose principalmente a 
sulfóxido de albendazol, que es el responsable del efecto 
farmacológico. 

Para optimizar una dosis, así como el esquema terapéutico, es 
de gran utilidad conocer el grado de unión a proteínas del fármaco en 
cuestión. 

En la actualidad no existen reportes acerca del grado de unión 
del albendazol o de su principal metabolito, sulfóxido de albendazol a 
proteínas plasmáticas y dado que es el fármaco de primera elección 
en el tratamiento de la neurocisticercosis, se consideró de gran 
importancia realizar un estudio con los siguientes objetivos: 

Objetivo general : 
-Determinar el grado de unión tanto a proteínas plasmáticas 

totales como a albúmina, del Albendazol y su principal metabolito, 
Sulfóxido de albendazol. 

2 



Introducción. 

Objetivos específicos : 
-Validar el método analítico por HPLC para cuantificar 

albendazol y sulfóxido de albendazol en albúmina bovina y plasma. 
-Utilizar el método de Biuret para la cuantificación de proteínas 

plasmaticas totales y albúmina bovina. 
-Determinar el tiempo de equilibrio del albendazol y de su 

metabolito, sulfóxido de albendazol en albúmina bovina y plasma 
utilizando el método de diálisis al equilibrio. 

-Especificar si las membranas de diálisis utilizadas son las 
correctas, cuantificando el grado de unión del albendazol y sulfóxido 
de albendazol a ésta membrana, así como verificar la integridad de 
ésta a través de todo el estudio. 

-Estimar si el volumen de Shift es un factor que afecte en este 
estudio. 

3 
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Generalidades. 

2.1.ALBENDAZOL. 

Nombre químico: 	metil(5-(propiltio)-1H-benzimidazol-2- 
il)carbamato. 

Fórmula molecular: 	Cl2HisN302S 
Fórmula estructural (fig. 1 .) 

CH3CH2CH2S 
NH—C —0—CH3  

H 

Fig. No. 1. Fórmula estructural. 

2.1.1. Propiedades fisicoquímicas.( 6, 25, 27, 28, 30, 52 ) 

Peso molecular: 265.342. 
Forma física: Polvo blanco , amorfo. 
Punto de fusión : 208-210°C. 
Solubilidad : 

Insoluble en agua. Parcialmente soluble en metano!. 
Soluble en : dimetil sulfóxido, ácido acético, cloroformo, 

acetato de etilo y acetonitrilo, así como en 
soluciones acuosas fuertemente ácidas o 
básicas. 

Puede precipitar al enfriar o neutralizar. 
La adición de cosolventes incrementa su solubilidad. 

Estabilidad :El albendazol es estable a temperatura ambiente. 
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Generalidades. 

2.1.2.Usos. 

El albendazol se emplea como antihelmíntico de amplio espectro 
a dosis que van desde 1 mg/Kg/día hasta 30 mg/Kg/día, con una 
duración del tratamiento también muy variable, ya sea a una dosis 
única o hasta 14 días (6). Por ejemplo, en ascariasis, tricurias ligeras o 
infestaciones por oxiuros el tratamiento para adultos o niños mayores 
de 2 años de edad, es una sola dosis de 400 mg por vía oral. En 
estrogiloidiasis se administran los mismos 400 mg/día durante 3 días y 
en quiste hidatídico un tratamiento de 800 mg al día durante 30 días 
con 2 repeticiones, dejando dos semanas entre un tratamiento y otro, 
ha dado buenos resultados (23). 

Recientemente el albendazol fue considerado como fármaco de 
elección en el tratamiento de la neurocisticercosis a dosis de 15 
mg/Kg/día repartidas en 2 tomas durante 15-30 días dependiendo de 
la severidad, mostrando ser muy efectivo y teniendo además la 
ventaja de su bajo costo y menos efectos secundarios en comparación 
con otros fármacos tradicionales para el tratamiento de la 
neurocisticercosis como el praziquantel (6 , 23). 

2.1.3.Farmacocinética. 

El albendazol sufre un extenso efecto de primer paso, por lo que 
no se detecta en plasma u orina. Se ha propuesto como responsable 
de su efecto farmacológico a su principal metabolito, el sulfóxido de 
albendazol. En la figura 2 se muestran algunos metabolitos del 
albendazol encontrados en orina (6 , 52). 

El sulfóxido de albendazol alcanza su concentración plasmática 
máxima entre las 2.0 y 4.3 hrs. pero presenta una gran variabilidad 
interindividual que va desde 0.04 - 2.967 µg/ml, con un tiempo de vida 
media que oscila entre 8 y 11 hrs. Es probable que ésta variabilidad 
en la concentración plasmática máxima por parte del sulfóxido de 
albendazol se deba a la escasa solubilidad del albendazol en agua, lo 
cual puede producir diferencias en la absorción o bien, que la 
disolución "in vivo" del albendazol a partir de la forma farmacéutica 
sea lenta y errática, incluso, cabe mencionar que se encuentran 
concentraciones plasmáticas más altas para el sulfóxido de 
albendazol cuando es administrado junto con alimentos ricos en 
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Generalidades.  

grasa, probablemente por una mejor disolución del fármaco en el 
contenido gástrico e intestinal debido a un retardo del vaciamiento 
gástrico (6). 

El albendazol también se ha usado en combinación con 
esteroides, por ejemplo 15 mg/Kg/día + 8mg de dexametasona cada 8 
hrs., en donde los niveles de sulfóxido de albendazol se incrementan 
en aproximadamente un 50%. 

A pesar de que se han realizado estudios farmacocinéticos 
sobre el albendazol para establecer los regímenes de dosificación 
sobre bases científicas, aún no hay estudios sobre unión a proteínas 
del albendazol y su metabolito, sulfóxido de albendazol que puedan 
contribuir a la optimización de dichos regímenes. 

ALBENDAZOL 

C3H, —S 
IJ 

NHCO2CH3 

N 

H 

NH2 

O 
4 

C3H2  —S 

2.arnino sultándo 
O 

C3H7 —S 

N 

1-4 

2,arn.no sultana 

C2H,--S 

O  

Sullekelo de albendaiol 
N 

7—NHCO2CH3 

li 	
\ 

O 	 Sultana 

t 	I 	5--NHCO2CH3 
O 

/H 

• 

N 

--S1H2 

O 

HO —(CH2)3—S 

O 

Iludrospoopinullcma 

›—NHCO2CH3 

f 

	

O 	~andino lenoko 

	

(2 3H, —S- 	
N, 

• ,,—NHCO2OH2  

H 

OH 	O 	 2•Indo> orend sultana 

CH3 —CH 
›--rtHCO2C143 

• 

H 

Fig. 2 . Perfil metabólico del albendazol en el hombre ( 6 ). 
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2.2.Unión a proteínas. 

2.2.1. Generalidades. 

Muchos fármacos, ya sean ácidos o bases débiles, interactúan 
con proteínas plasmáticas o tejidos para formar un complejo fármaco-
proteína y por lo tanto se puede hablar de una fracción de fármaco 
libre y/o unido (2). 

Los estudios de unión a proteínas son muy importantes en 
farmacología ya que los efectos terapéuticos y tóxicos de un fármaco 
están directamente relacionados con el nivel de fármaco libre en el 
torrente sanguíneo que es el único que puede pasar a través de las 
membranas celulares y alcanzar su sitio de acción, o bien ser 
eliminado (2, 15, 16). 

Usualmente se determinan las concentraciones de fármaco total 
en sangre y/o plasma, las cuales son utilizadas para la evaluación de 
los esquemas de dosificación del fármaco; sin embargo, existen 
marcadas diferencias intra e interindividuales en la unión de fármacos 
a proteínas, lo que podría conducir ya sea a una falta o a un exceso de 
respuesta de un fármaco, aún cuando la concentración de fármaco 
total esté dentro del intervalo terapéutico, de ahí que la determinación 
de las concentraciones de fármaco libre puede ser de gran valor para 
fundamentar la dosificación adecuada (2, 15, 16). 

En plasma humano se encuentran proteínas tales como 
globulinas (2.5% p/v) y fibrinógeno (0.3% p/v) pero la proteína más 
importante para la unión es la albúmina, una molécula con peso 
molecular de 69000, sintetizada por el hígado, con una vida media de 
17 a 18 días y punto isoeléctrico a pH 5, llevando cerca de 100 cargas, 
tanto negativas como positivas. En el organismo, la albúmina está 
distribuida vascularmente en el plasma y extravascularmente en piel, 
músculo y otros tejidos. Normalmente, la concentración de albúmina 
en plasma se mantiene relativamente constante entre 3.5 a 4.5% (p/v) 
(1, 2, 11). 

A pH plasmático de 7.4 la albúmina presenta una carga neta 
negativa; sin embargo, puede interactuar tanto con aniones como con 
cationes. Cada grupo cargado positiva o negativamente se puede 
considerar como sitio de unión para los iones de carga contraria 
predominantes, pudiendo así el Na+ interaccionar con grupos 
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aniónicos y al 	con grupos catiónicos produciendo uniones iónicás 
débiles no reforzadas (1, 2, 11). 

La albúmina ha sido cristalizada y bien caracterizada y debido a 
que reacciona con una amplia variedad de fármacos, con mucha 
frecuencia se utiliza como modelo en las investigaciones de unión a 
fármacos (1, 2, 11). 

El número de sitios de unión para las moléculas de fármacos por 
molécula de albúmina es por lo general mucho más pequeño que el 
número total de sitios cargados (algunas veces solo uno o dos) (11). 

Existen diferencias en la capacidad de unión de los fármacos a 
las proteínas plasmáticas en las diferentes especies animales. Los 
fármacos ácidos a temperatura corporal normal y a dosis terapéuticas, 
parecen unirse a albúmina en un sitio de unión específico, 
posiblemente en el grupo N- terminal del aminoácido, el cual es ácido 
aspártico, tanto para albúmina bovina como para humana. Se ha 
demostrado que en la rata existen dos sitios diferentes de unión para 
algúnos fármacos que solo se unen a un sitio en albúmina humana (1, 
11). 

En el cuadro 1 se presentan algunos sitios potenciales .de unión 
en la albúmina sérica bovina (11). 

Tabla 1.Sitios potenciales de unión para moléculas cargadas o 
iones en la albúmina sérica bovina 

Aminoácido Grupo Número de residuos 
por molécula 

Aspártico y glutámico -000-  101 
Tirosina -O-  18 
Cisteína -S-  0.7 
Terminal -000-  1 
Histidina -Nii+- 17 

Lisina -NH34  57 
Arginina -NH2+ 22 
Terminal  

• -NH3+ 1 
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La concentración de las proteínas plasmáticas se controla por 
muchas variables incluyendo : 
a) Síntesis de proteínas. 
b) Catabolismo de las proteínas. 
c) Distribución de la albúmina entre los espacios intravascular y 

extravascular. 
d) Eliminación excesiva de proteínas del plasma, particularmente 

albúmina (2). 

2.2.2. Cinética de la unión a proteínas. 

Los fármacos se pueden unir a proteínas por procesos 
reversibles o irreversibles. Para el caso de una unión irreversible, el 
fármaco se une permanentemente a las proteínas, generalmente por 
uniones covalentes y no estará disponible para uso terapéutico (2). 

La unión reversible de fármacos a las proteínas requiere a 
menudo que la conformación original de la proteína esté intacta. 
Cuando la unión a proteínas es reversible, la cantidad de fármaco 
unido actúa como un depósito del cual se va liberando lentamente el 
fármaco activo y reemplazando el que es eliminado (2, 11). 

La cinética de la unión reversible de fármacos a proteínas puede 
describirse como sigue : 

Proteína + Fármaco 	Complejo Fármaco - Proteína 

(P) + (F) 4:->  (PF) ...(1) 

De la ecuación 1 se deriva la siguiente constante de asociación , 
Ka. 

Ka = (13) earn 
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La cantidad de complejo fármaco-proteína formado es 
dependiente de la constante de asociación, Ka, y la magnitud de ésta 
constante proporciona información acerca del grado de unión. Los 
fármacos que estan fuertemente unidos a proteínas tienen una Ka 
grande y estan en su mayor parte en forma de complejos. Con éste 
tipo de fármacos es necesaria una dosis mayor para obtener una 
concentración terapéutica del fármaco libre (2, 8, 10, 11). 

Experimentalmente se puede determinar tanto la forma libre del 
fármaco (F), como el fármaco unido a proteína (PF) y la concentración 
total de proteína (P) (F), con el fin de calcular la ha (2, 10, 11). 

Todos los fármacos saturan los sitios de unión a una 
concentración suficientemente alta. A concentraciones todavía más 
altas todo el fármaco adicional sigue libre, así que la fracción unida 
disminuye. Por el contrario, conforme el fármaco es eliminado del 
cuerpo, la fracción unida tiende a incrementarse y el grado en el que 
lo haga, dependerá de la afinidad del fármaco a la proteína 
alcanzándose así la fracción unida máxima (11). 

2.2.3.lnfluencia del grado de unión a proteínas en la farmacocinética 
de un fármaco. 

El complejo fármaco-proteína influye en la farmacocinética de un 
fármaco ya que, como se mencionó anteriormente, el fármaco libre 
puede pasar a través de las membranas celulares y alcanzar los 
receptores o bien ser eliminado (1, 2, 4, 5, 7, 9, 13, 29, 31). 

De manera que solo el fármaco libre está disponible para la 
filtración glomerular por lo que, la excreción por ésta vía se ve 
afectada por el grado de unión. La velocidad de desaparición del 
organismo tiende a ser autolimitada, por lo menos en el rango en el 
que la fracción unida aumenta con la disminución de la concentración 
del fármaco. Entre más baja sea la concentración, menor será la 
fracción suceptible de filtración por el glomérulo (11, 48, 51). 

Los procesos activos tales como la secreción en los túbulos 
renales o el transporte por acarreador a través de membranas 
celulares no están restringidos al fármaco libre. La reversibilidad de la 
interacción fármaco-proteína es tan rápida que las moléculas de 
fármaco libre retiradas de la fase acuosa mediante el flujo sanguíneo 
renal y por éstos procesos activos, se reemplazan instantáneamente 

11 



Generalidades. 
por más fármaco libre derivado de la disociación del complejo de 
unión provocando que el tiempo de vida media de eliminación sea 
corta (2, 7, 11, 48, 51). 

Es importante considerar el efecto de la unión a proteínas y 
tejidos en la vida media biológica de los fármacos, ya que, si la 
eliminación de un fármaco está limitada por el flujo sanguíneo a través 
del cuerpo, entonces el tiempo de vida media aumenta conforme 
aumenta el grado de unión a proteínas. Terapéuticamente la 
prolongación de la vida media solamente llega a ser importante 
cuando el porciento unido a proteínas plasmáticas es del 90% o más 
(1, 9, 10, 32, 48, 51). 

Por otro lado, una disminución en el grado de unión puede 
producir un aumento relevante en el volumen de distribución de 
fármacos que están altamente unidos a proteínas plasmáticas y tienen 
un volumen de distribución limitado (1, 9). 

El incremento en el volumen de distribución puede aumentar la 
concentración del fármaco en el sitio receptor. El aumento en las 
concentraciones de fármaco en tejido y la consecuente disminución de 
la constante de eliminación puede ser riesgoso para aquellos 
fármacos con un estrecho índice terapéutico (3). 

Con base a lo anterior, se observa que las variaciones en el 
volumen de distribución o en el tiempo de vida media (si el proceso 
sigue una cinética de primer orden) pueden influir en el aclaramiento 
de un fármaco y por lo tanto la unión a proteínas puede influir también 
en el aclaramiento bajo ciertas circunstancias, de ahí la importancia 
de estudiar el grado de unión de los fármacos a proteínas plasmáticas 
(3, 48, 51). 

La ecuación que nos permite visualizar mejor éstos aspectos es 
la siguiente 

CI = Ke * Vd 	ó CI = (0.693 * Vd) / t112 
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en donde: 

CI = aclaramiento. 
Ke = constante de eliminación. 
Vd = volumen de distribución. 
tin = tiempo de vida media. 

En el caso de fármacos que se eliminan principalmente por 
biotransformación hepática con cinéticas lineales, no limitadas por la 
velocidad de perfusión del órgano, se ha mostrado que el 
aclaramiento total (CI) es directamente proporcional a la fracción libre 
de fármaco en el plasma (Fp) (10, 48, 51) : 

CI = Fp * C1' 

donde CI' es el aclaramiento intrínseco que refleja la actividad del 
sistema enzimático envuelto en la biotransformación del fármaco.(10) 

2.2.4. Factores que influyen en la unión a proteínas. 

2.2,4.1. Estados fisiológicos. 

Las unión de fármacos a proteínas plasmáticas puede verse 
modificada por diferencias en edad, genética, sexo y embarazo. Las 
variaciones observadas en la unión son debidas principalmente a 
diferencias en las concentraciones plasmáticas de proteínas 
(albúmina sérica y ácido a-1-glicoproteína) y bilirrubina. Se ha 
reportado que una diferencia cualitativa en la estructura de la 
albúmina causa una unión más pequeña de fármacos ácidos en el 
recién nacido comparado con los adultos (5, 26, 49), 
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2.2,4,2.Interacciones farmacológicas. 

La naturaleza de las interacciones fármaco-fármaco y fármaco 
metabolito también es importante en la unión a proteínas, en éste 
caso un fármaco puede desplazar a otro de la proteína. 

Generalmente el desplazamiento de una unión a proteínas en 
plasma conduce a una potenciación en los efectos terapéuticos del 
fármaco desplazado. Esto se puede explicar por el gran volumen de 
distribución del fármaco libre comparado al del fármaco unido. La 
concentración total en plasma disminuye tan pronto como desaparece 
el fármaco libre de la sangre y se distribuye a los tejidos (1, 2, 12). 

Bajo circunstancias normales, para los fármacos altamente 
unidos a proteínas plasmáticas, una porción pequeña del fármaco total 
se considera activa, consecuentemente, un desplazamiento pequeño 
causa un aumento desproporcionado en la concentración del fármaco 
libre, lo cual puede causar una intoxicación (1, 2, 5, 11). Así, un 
desplazamiento del 1% de la albúmina de un fármaco que se une en 
un 99%, doblaría el porciento de fármaco libre. Con fármacos que no 
se unen a proteínas en una gran proporción, un desplazamiento 
pequeño causa un aumento también muy pequeño en la 
concentración de fármaco libre, en base a lo cual se puede predecir 
cuáles fármacos unidos a albúmina podrían estar envueltos en 
interacciones clínicamente importantes. Tales fármacos serían los que 
están altamente unidos a albúmina a concentraciones terapéuticas 
mayor al 90% ), con un volumen de distribución aparente pequeño, y 
estrecho índice terapéutico (1, 2, 5, 11, 12). 

El antagonismo de unión puede resultar de una interacción 
competitiva o no competitiva. En el primer caso, un fármaco puede 
desplazar a otro principio activo de la proteína causando un aumento 
imprevisto en la respuesta farmacológica debido a un aumento en la 
concentración de fármaco libre y esto se observa entre fármacos que 
comparten el mismo sitio de unión. La interacción depende 
principalmente de la concentración relativa de la proteína y la del 
fármaco, además de que ambos fármacos se deben unir a un número 
limitado de sitios, implicando una unión saturable a niveles 
terapéuticos (1, 2, 5, 12).  

En la interacción no competitiva , los fármacos desplazantes 
pueden unirse a albúmina en sitios en donde el fármaco desplazado 
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no se une, introduciendo cambios estructurales en la conformación 
terciaria de la albúmina, que es muy flexible. Tales cambios 
alostéricos, pueden alterar el número o la afinidad ( o ambos ) de los 
sitios de unión haciendo el proceso más complicado (5, 12). 

2.2.4.3. Estados patológicos. 

-Enfermedades renales. 

La vía renal es una de las principales vías de eliminación. Una 
función renal disminuída puede alterar la unión de fármacos a 
proteínas por la acumulación de metabolitos del fármaco y 
compuestos de desecho endógeno los cuales pueden competir por los 
mismos sitios de unión o alterar la afinidad del fármaco a la proteína 
(12, 13). 

La unión de muchos fármacos a albúmina plasmática está 
disminuída en pacientes con falla renal crónica o aguda o en nefrosis. 
Otros factores que podrían explicar la disminución de la unión en falla 
renal incluyen cambios conformacionales en la molécula de albúmina, 
que disminuyen su capacidad de unión a fármacos (12, 13). 

Las enfermedades renales afectan principalmente la unión a 
proteínas de fármacos ácidos (13). 

-Enfermedades hepáticas. 

En enfermedades hepáticas se puede presentar 
hipoalbuminemia. Así mismo se puede incrementar la concentración 
de compuestos endógenos tales como la bilirrubina, la cual puede 
actuar como un inhibidor de la unión para algunos fármacos (12, 13). 

Las implicaciones clínicas de los cambios en la unión a 
proteínas en enfermedad hepática, son impredecibles, debido a la 
compleja naturaleza de la función hepática sobre la disposición del 
fármaco (12, 13). 
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-Otras enfermedades, 

Los pacientes con diabetes mellitus tienen niveles altos de 
glucosa circulante en sangre la cual puede conducir a glicosilación no 
enzimática de varias proteínas incluyendo albúmina, produciendo así 
disminución en la unión de fármacos ácidos (12, 13, 50). 

Los desordenes respiratorios como en enfermedades 
pulmonares obstructivas crónicas pueden alterar la unión a proteínas 
de algúnos fármacos (13). 

Se han asociado varios estados de enfermedad con el 
incremento en las concentraciones de ácido-a-1-glicoproteína en 
plasma. Estos incluyen cáncer, infección aguda e inflamación (13). 

Algúnos factores que disminuyen la concentración de proteínas 
plasmáticas se encuentran descritos en el cuadro no. 2 (2). 

Cuadro No. 2. Factores que disminuyen la concentración de proteínas 
plasmáticas. 

ENFERMEDAD 1 	MECANISMO 

Lesión hepática. Disminución 	en 	la 	síntesis 	de 
proteínas. 

Traumatismo por cirugía. Aumento 	en 	el 	catabolismo 	de 
proteínas. 

Lesión renal, Eliminación excesiva de proteínas. 
Quemaduras 
	 espacios extravasculares. 

Distribución 	de 	albúmina 	a 
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2.2.5.Implicaciones en la terapia farmacológica. 

Los esquemas de dosificación que han sido diseñados 
empiricamente para fármacos altamente unidos a albúmina están 
basados en las concentraciones normales y en el grado de unión de 
los fármacos a la albúmina. Esto no siempre es apropiado cuando la 
unión a albúmina es anormal, ya que en éstos casos las dosis 
deberán ser más pequeñas que la usual para alcanzar el mismo 
efecto terapéutico y evitar toxicidad (12). 

La determinación del grado de unión a proteínas puede ser de 
gran utilidad para seleccionar los regímenes de dosificación óptimos, 
para monitorear el fármaco utilizando las concentraciones de fármaco 
libre o para ajustar las dosis de acuerdo a la capacidad de unión a 
proteínas plasmáticas y así, evitar efectos secundarios. 
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2.3.Método de diálisis al equilibrio para la determinación del 
grado de unión a proteínas. 

2.3.1. Principios. 

Los estudios para determinar el grado de unión a proteínas se 
realizan por lo general "in vitro" (3). 

La diálisis al equilibrio es la técnica más empleada para el 
estudio de la unión de fármacos y otros ligandos a proteínas. En éste 
método la proteína está contenida en un compartimiento, el cual está 
separado de un segundo compartimiento por una membrana que es 
permeable a todos los otros componentes del sistema excepto a la 
proteína misma (fig. 3). Al equilibrio, la actividad del ligando libre es la 
misma en ambos lados de la membrana. Si se conoce la cantidad 
total de fármaco en el sistema, la cantidad de fármaco unido a la 
proteína puede ser calculada fácilmente (14, 26, 29, 37, 40). En la 
figura 3 se presenta el diagrama de la diálisis al equilibrio. 

MEMBRANA 
SEMIPERMEABLE 

MACROMULECULA 

J -0 

— Q — — — -9 — 
oQ- — - I ; 	_ 	 — 

—rq i  -o 	o 
o _ 	_ 

LIGANDO 

Fig. 3. Principio de diálisis al equilibrio. 
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2.3.2. Características de la diálisis. 

2.3.2.1.Agua. 
El agua usada para la preparación de las soluciones buffer y la 

membrana de diálisis debe ser destilada en vidrio y desionizada (14, 
37, 40 ). 

2.3.2.2.Soluciones amortiguadoras. 
La elección del amortiguador está gobernada principalmente por 

el pH del experimento. 
Si la concentración de la solución amortiguadora es alta, existe 

la posibilidad de que pueda competir con los ligandos que por sí 
mismos están cargados ionicamente. Si por el contrario, se emplea 
una concentración relativamente baja puede ser necesario adicionar 
sales neutras para suprimir el efecto de Donnan (sección 2.3.5.3) (14, 
37, 39). Para atenuar ambas situaciones por lo general se utiliza una 
solución amortiguadora de fosfatos a una concentración 0.064M y pH 
7.4. 

2.3.2.3. Proteínas. 

Los estudios de unión pueden ser llevados a cabo con albúmina 
plasmática comercial o con albúmina aislada de muestras plasmáticas 
(14, 37 ). 

La albúmina comercial contiene 95% de albúmina con a 
globulinas como su principal contaminante. También pueden estar 
presentes cantidades pequeñas de a-1 glicoproteínas. Muchos 
fabricantes ofrecen albúmina cristalizada, la cual es más adecuada 
para los estudios de unión; sin embargo, tales preparaciones pueden 
contener todavía cantidades significativas de ácidos grasos. Para los 
casos en los que la presencia de ácidos grasos influya en la 
determinación de la unión a proteínas, existe en el mercado albúmina 
sérica humana cristalizada libre de ácidos grasos (14, 37). 

De igual forma, si la cuestión económica es un factor 
determinante se dispone de albúmina sérica bovina comercializada 
con características similares, en cuanto a sitios de unión, con 
albúmina humana (14). 
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2.3.2.4.Membranas. 

Las membranas de acetato de celulosa regeneradas son las 
más ampliamente usadas para las mediciones de la diálisis al 
equilibrio. Estas membranas están disponibles bajo una gran variedad 
de nombres y en un número de tamaños y espesor diferentes. Las 
membranas generalmente contienen trazas de agua, glicerol y 
sulfuros (14). 

2.3.3. Equipos. 

Actualmente, los equipos utilizados para diálisis al equilibrio 
combinan velocidad, presición, baja adsorción, eficiencia, 
conveniencia y reproducibilidad (15). 

El aparato utilizado para éste trabajo (disponible 
comercialmente) es el que consta de un número de celdas dializantes 
de teflón. Estas celdas dializantes están diseñadas de tal manera que 
al unirse sellan la membrana y por lo tanto dividen el interior en dos 
compatimientos, uno a cada lado de la membrana. Cada celda de 
teflón se separa de la otra por espaciadores de acero inoxidable. Las 
muestras se introducen y se retiran a través de orificios localizados en 
los bordes de la celda (15). 

En éste tipo de estudios se introduce una solución 
amortiguadora de fosfatos pH 7.4 en uno de los compartimientos de la 
celda y la solución del fármaco unido a proteína en el otro 
compartimiento. La membrana es seleccionada para permitir 
solamente la difusión del fármaco libre (15, 34). 

Las celdas ensambladas en el soporte se montan en la unidad 
de rotación. Las celdas de teflón se rotan alrededor de un eje 
perpendicular a la membrana a velocidades variables que se ajustan 
entre 5 y 30 rpm (15). 

El instrumento también está diseñado para ser sumergido en un 
baño de agua. Solamente se sumergen el soporte de las celdas y las 
celdas de teflón. Las partes del instrumento que están expuestas al 
agua están hechas de acero inoxidable para resistir la corrosión (15). 

En la figura 4 se muestra éste aparato (15). 
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Fig.4. Equipo de diálisis al equilibrio de 5 celdas. 
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2.3.4. Factores que afectan la velocidad a la cual se alcanza el equilibrio. 

La velocidad a la cual se alcanza el equlibrio está gobernado por la 
ley de Fick , que se resume en la siguiente ecuación (14): 

DAR (Ci_r_Q21 
dt 	X 

donde : 

Q = cantidad de fármaco transferido a través de la membrana. 
D = coeficiente de difusión del fármaco. 
A = área de la membrana. 
R = coeficiente de partición del fármaco entre la membrana y la solución 

en cada compartimiento. 
C1  = concentración del fármaco libre del lado en el cual el ligando fue 

inicialmente adicionado. 
02  = concentración del fármaco libre al otro lado de la membrana. 
X = espesor de la membrana. 

En base a ésta ecuación se observa que los principales factores 
que afectan el proceso de diálisis son : 

1.-Velocidad de rotación. La rotación de las celdas maximiza el gradiente 
de concentración alrededor de la membrana en todos los tiempos y 
minimiza el efecto de la polarización de la concentración en la 
membrana. Se ha encontrado que a mayores velocidades, menor es el 
tiempo al cual se alcanza el equilibrio; sin embargo, velocidades 
demasiado altas pueden desnaturalizar a la proteína (14, 15, 40). 

2.-Temperatura. Como se puede observar en la ecuación anterior, la 
velocidad de difusión es directamente proporcional al coeficiente de 
difusión y, por lo tanto, es directamente proporcional a la temperatura. 
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Así, es de esperarse que un incremento en la temperatura resultaría en 
un equilibrio más rápido (14, 40). 

3.-Area de la membrana, espesor y tamaño de poro. La velocidad de 
diálisis depende del área de la membrana o más específicamente de la 
relación área de la membrana / volumen de la celda. Si ésta relación es 
alta, el equilibrio se puede alcanzar más rápidamente. Un método para 
reducir el tiempo es mezclar la proteína con el ligando al inicio del 
experimento. Por otro lado, en la misma ecuación se puede ver que la 
reducción en el tamaño de poro de una membrana o el incremento en su 
espesor retarda la velocidad a la cual un sistema dado alcanza el 
equilibrio (14, 40). 

2.3.5. Problemas encontrados en los estudios de diálisis al equilibrio. 

2.3.5.1.Adsorción del ligando a la membrana. 

En los estudios de unión la baja adsorción es absolutamente 
necesaria ya que, las especies no unidas deben ser permeables 
libremente a través de la membrana parta obtener el equilibrio. La 
cantidad de fármaco que se une a la membrana puede variar 
enormemente dependiendo de la naturaleza química de la membrana. El 
no considerar la unión a membrana causa errores en la estimación de la 
cantidad de ligando unido a la proteína. En cada estudio de diálisis al 
equilibrio se debe incluir la diálisis de por lo menos una muestra de 
fármaco sin proteína contra buffer para compararla con su blanco 
respectivo (14, 15). 

2.3.5.2.Errores en el blanco. 

Aún las membranas más cuidadosamente preparadas desprenden 
materiales en la solución de diálisis, las cuales absorben luz. Usualmente 
no es un problema cuando las mediciones espectrofotométricas se hacen 
a longitudes de onda del visible; sin embargo, abajo de 300 nm estos 
materiales pueden conducir a valores erróneos del blanco. Los 
materiales que absorben en el UV también pueden ser liberados por la 
albúmina plasmática o la proteína misma, lo cual puede traer problemas 
en mediciones espectrofotométricas (14). 
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2.3.5.3.Efecto de Donnan. 

Si la proteína tiene una carga neta y el ligando está cargado, la 
concentración de ligando libre en cada lado de la membrana de diálisis 
podría no ser igual debido al efecto de Donnan. Esta diferiencia puede 
ser despreciable cuando se utiliza una concentración de buffer 
suficientemente alta y/o sales neutras (14). 

2.3.5.4.Volumen de Shift o de desplazamiento. 

El agua fluye desde el lado del buffer hacia el lado de plasma 
durante la diálisis, provocando una dilución de la proteína así como una 
sobreestimación de la fracción libre. La sobreestimación depende del 
volumen desplazado (volumen de Shift) y de la fracción de fármaco libre. 
El volumen de Shift es probablemente una consecuencia de diferiencias 
osmóticas en los fluidos a ambos lados de la membrana, disminuyendo 
la unión "in vitro" de algúnos fármacos. 

El volumen desplazado depende del tiempo usado para la diálisis. 
Se ha visto que en diálisis de 16 hrs., el volumen de Shift promedio fue 
del 31 %, mientras que, usando la misma membrana en diálisis de 6 hrs., 
el volumen de Shift promedio fue del 10 %. 

El volumen de Shift se determina usualmente midiendo el volumen 
de muestra antes y después del equilibrio de diálisis. Practicamente no 
es fácil determinar el volumen de muestra exacto después de la diálisis 
por lo que es más adecuado medir la concentración de proteína antes y 
después de la diálisis y aplicar los cálculos para su corrección. Esta 
corrección es importante cuando el volumen de Shift es sustancial y 
cuando la fracción del fármaco libre es pequeña. 

Para atenuar el volumen de Shift se recomienda utilizar 
membranas con un cutoff de bajo peso molecular, bajo espesor e incluir 
dextran en el buffer (alrededor de la mitad de la concentración del buffer) 
para disminuir el gradiente de presión osmótica que existe a ambos lados 
de la membrana (33, 35, 36). 
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2.3.6. Cálculos. 
Después de un determinado tiempo se alcanza el equilibrio y la 

concentración de fármaco libre FL  es igual en ambos lados de la 
membrana (15,16). 

De la media celda que contiene el fármaco en solución, se puede 
determinar la concentración de fármaco libre (FL) por una gran variedad 
de técnicas analíticas específicas (15). 

La otra media celda contiene el complejo fármaco-proteína y 
fármaco libre, FL  + Fu. Puesto que se conoce la concentración inicial de 
fármaco FL(o), se determina por diferencia la cantidad unida (15). 

Para obtener la fracción de fármaco libre, en la práctica se divide la 
concentración obtenida del lado del buffer al equilibrio entre la 
concentración obtenida del lado del plasma al equilibrio (14), es decir : 

FL = 	
CI  

CI + Cu 

en donde : 
CI = concentración de fármaco libre. 
Cu = concentración de fármaco unido. 

2.3. 7.Ventajas y desventajas. 
En el cuadro no. 3 se presentan las ventajas y desventajas de el 

método de diálisis al equilibrio (14, 15, 16). 
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Cuadro No. 3. Ventajas y desventajas del método de diálisis al equilibrio. 

Ventajas Desventajas 

-Temperatura controlada. -Se requiere mucho tiempo para 
alcanzar el equilibrio en algunos 

casos. 
-Aparatos de diálisis 

comercialmente disponibles. 
-Degradación de proteínas o 

fármacos inestables. 
-Ampliamente usado. -Posible unión de fármacos a los 

componentes de la celda. 
-Técnica simple y no muy costosa. -Dilución de proteínas 

plasmáticas. 
-Muestras pequeñas de proteína.  -Tedioso. 
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Sección experimental. 

3.1. Método analítico para la cuantificación de albendazol y sulfóxido 
de albendazol 

El método analítico utilizado para la cuantificación de albendazol y/o 
sulfóxido de albendazol en plasma fue un método por cromatografía de 
líquidos de alta resolución, reportado por Hurtado y cols. ( 53 ). 

3,1.1.Material y equipo. 

Balanza analítica Sartorius, modelo A210P. 
Centrífuga Dynac, modelo 0101. 
Agitador Vortrex Thermolyne, modelo M37615. 
Cartuchos Sep-Pak Cle, Watters. 
Cromatográfo de líquidos Beckman System Gold, equipado con : 

Detector uv-vis, modelo 166. 
Inyector automático, modelo 507. 
Bomba, modelo 116. 

3.1.2.Reactivos. 

Estándar secundario de albendazol, SKF (México). 
Estándar secundario de sulfóxido de albendazo , SKF (Filadelfia). 
Estándar secundario de mebendazol, Columbia (México). 
Albúmina bovina (Sigma, lote 79F9303). 
Fosfato de potasio monobásico, R.A. (Mallinckrodt, lote 7100 KJBR). 
Fosfato de amonio monobásico, R.A. (Mallinckrodt, lote 3476 KCPM). 
Hidróxido de sodio, R.A. (Mallinckrodt, lote 7708 KCCK). 
Metanol R.A. y HPLC (Mallinckrodt). 
Dimetilsulfóxido (DMSO), R.A. (Mallinckrodt, lote 4948 KHTK). 
Agua destilada, desionizada y filtrada. 

3.1.3.Soluciones. 

-Solución amortiguadora de fosfatos 0.05 M , pH 5.7. 
Pesar 6.87 g de fosfato de potasio, disolver y aforar a 1000 ml con 

agua grado HPLC. Ajustar el pH a 5.7 con NaOH 0.8 M. 

-Plasma humano aportado por el Instituto Nacional de Neurología. 
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-Solución amortiguadora de fosfatos 0.01 M, pH 7.4. 
Pesar 1.37 g de fosfato de potasio, disolver y aforar a 1000 ml con 

agua grado HPLC. Ajustar el pH a 7.4 con NaOH 0.8 M. 

-Solución de albúmina bovina al 0.01%. 
Pesar 0.01 g de albúmina bovina, disolver y aforar a 100 ml con 

agua grado HPLC. 

-Solución estándar de mebendazol (estándar interno) en Me0H. 
Pesar 5.0 mg de mebendazol , añadir 1 ml de DMSO y 1 ml de 

metano! R.A. , disolver y aforar a 50 ml con metanol (conc.=100 mcg/m1) . 
De la solución anterior tomar 5 ml y aforar con metanol R.A. a 10 ml para 
obtener una concentración final de 50 mcg/ml. 

-Solución estándar de albendazol o sulfóxido de albendazol en plasma o 
albúmina bovina. 

Pesar por separado 10.0 mg de albendazol y sulfóxido de 
albendazol, añadir a cada uno 1 ml de DMSO y 1.5 ml de metano! R.A., 
disolver y aforar a 10 ml con metanol R.A. (conc. = 1000 µg/ml). De cada 
una de las soluciones anteriores, transferir 1 ml a matraces volumétricos 
de 10 ml y aforar al volúmen con metanol R.A. (conc. = 100 4/m1). Tomar 
una alícuota de 400 µL de las soluciones anteriores de 100 pg/ml y aforar 
cada una a 10 ml con plasma o albúmina bovina al 0.01% (conc. = 4.0 
µg/ml). 

3.1.4. Curva patrón de albendazol o sulfóxido de albendazol. 

Preparación de la curva patrón : De la solución de 4.0 µg/ml tomar 5 
ml y aforar a 10 ml con metanol R.A., plasma o albúmina (conc.=2.0 
µg/ml), de la solución anterior tomar 5 ml y aforar a 10 ml con metanol 
R.A., plasma o albúmina (conc.=1.0 mg/m1), de ésta solución tomar 5 ml y 
aforar a 10 ml con metanol R.A., plasma o albúmina (conc.=0.5 µg/ml), de 
la solución anterior tomar 5 ml y aforar a 10 ml con metanol R.A., plasma 
o albúmina (conc.=0.250 Itg/m1), de ésta solución tomar 5 ml y aforar a 10 
ml con metanol R.A., plasma o albúmina (conc.=0.125 µg/ml), de ésta 
última solución, tomar 5 ml y aforar a 10 ml con metanol R.A., plasma o 
albúmina para obtener una concentración final de 0.0625 gag/ml. De las 
soluciones de metanol y albúmina bovina, tomar 0.5 ml de cada una y 
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agregar 20 ;AL de estándar interno (S.I.) de mebendazol (50 µg/ml) 
preparado anteriormente. 

3.1.5.-Preparación de las muestras. 
Las muestras biológicas de plasma se prepararon como a 

continuación se especifíca: A 0.5 ml de plasma se le añadieron 20 Id_ de 
estándar interno (S.I.) de mebendazol (50 Itg/m1) y 2 ml de solución 
amortiguadora de fosfatos pH 7.4 y se agitó en vortex durante 30 seg. La 
muestra se pasó a través de un cartucho Sep-Pak Cis, previamente 
activado *. Se lavó el cartucho con 20 ml de solución amortiguadora de 
fosfatos pH 7.4 y 1 ml de una mezcla metanol-agua (20:80 v/v) 
desechando la solución eluída. Posteriormente se pasaron por el cartucho 
3 ml de metanol R.A., se colectaron en un tubo cónico y se evaporaron a 
sequedad en un baño de agua a 40°C y bajo corriente de nitrógeno. La 
muestra se reconstituyó con 500 lit_ de metano! R.A. y se pasó al vial del 
inyector del cromatógrafo automático. En la figura 5 se presenta el 
diagrama correspondiente a la preparación de las muestras. 

3.1.6.Condiciones cromatográficas. 

Las condiciones cromatográficas utilizadas fueron : 

-Columna de octadecil silano (C18) de 250 X 4.6 mm, con tamaño de 
partícula de 5 jt. 

-Fase móvil: metanol-solución amortiguadora de fosfatos 
pH 5.7 (63:37 v/v). 

-Flujo: 0.8 ml/min. 
-Longitud de onda: 295 nm. 
-Sensibilidad del detector: 1.0 auf. 
Una vez inyectadas las muestras se determina la relación de alturas 

sulfóxido de albendazol/estándar interno (S.I.) y Albendazol/estándar 
interno (Si.). 
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Fig. 5 . Diagrama de flujo para la preparación de las muestras. 

0.5 mi de plasma 1 

Y  
Medir 20 mcL de mebendazol estándar interno (S.I.)  

Añadir 2.0 mi do solución amortiguadora pH 7.4 

itar 30 sed. en vortex I 

Activar el cartucho Sep-Pak • 

Pasar la muestra por el cartucho 

[Lavar con 20 ml de solución amortiguadora pH 7.4 

Lavar con 1 mi de mezcla Me0H-agua (20:80 v/v) 

Eluir con 3 ml de Me0H 

Evaporación bajo corriente de N2 a 400C 
Y 

Reconstituir con 500 mol de Me0H 

Colocar la muestra en el vial del inyector automático 
del crornatógrafo. 

*Activación del cartucho Sep-Pak: se pasan a través del 
cartucho 5 ml de metano! R.A. y después 5 ml de solución amortiguadora 
de fosfatos pH 5.5. 

3.2.Validación del método analítico. 

3.2.1 Selectividad. 
Este parámetro se evaluó preparando blancos de plasma y 

albúmina bovina, así como muestras de ambos, añadidos de sulfóxido de 
albendazol, albendazol y mebendazol, las cuales se analizáron de 
acuerdo a lo especificado en la sección 3.1.4.2. 

3.2.2 Linealidad. 
Para determinar si la relación de alturas albendazol/S.I. y Sulfóxido 

de albendazol/S.I. era lineal, se prepararon 3 curvas patrón en plasma y 3 
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en albúmina bovina, en el intervalo de concentraciones de 0.062-4.0 
lig/rni de acuerdo a lo especificado en la sección 3.1.4. 

3.2.3 Exactitud. 
Se prepararon por duplicado curvas de albendazol y sulfóxido de 

albendazol en plasma y en albúmina bovina en el intervalo de 
concentraciones de 0.0625 a 4.0 Itg/m1 de acuerdo a la sección 3.1.4. Al 
mismo tiempo se prepararon curvas estándar en metano! a las mismas 
concentraciones y se determinó el rendimiento en la extracción a cada 
concentración. 

3.2.4 Repetibilidad. 
El parámetro se evaluó en un mismo día de trabajo, bajo 

condiciones idénticas de analista, equipo y laboratorio. Se prepararon 3 
curvas patrón de albendazol y sulfóxido de albendazol, tanto en plasma 
como en albúmina bovina, siguiendo el procedimiento descrito en 3.1.5., y 
se determinó el promedio, la desviación estándar y el coeficiente de 
variación porciento de los resultados obtenidos. 

3.2.5. Reproducibilidad. 
Este parámetro se evalua en dos días de trabajo contínuos, 

variando solo analista y conservando condiciones de equipo y laboratorio. 
Se prepararon 3 curvas patrón de albendazol y sulfóxido de albendazol 
por cada analista , tanto en plasma como en albúmina bovina, siguiendo 
el procedimiento descrito en 3.1.5. Se determinó la media, desviación 
estándar y coeficiente de variación porciento, así como un análisis de 
varianza de dos factores (ANADEVA) con una p = 0.05, para los 
resultados obtenidos por cada analista. 

3.3.Estudios de unión de albendazol y/o sulfóxido de albendazol a 
proteínas plasmáticas. 

3.3.1.Método de cuantificacion de proteínas plasmáticas. 
El método analítico utilizado para la cuantificación de proteínas 

plasmáticas fue el reportado por Gonall,Bardawill y Davild ( 17 ). Este 
procedimiento se utilizó para determinar la cantidad de proteínas totales 
presentes en el plasma utilizado. 
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3.3.1.1.Material y Equipo. 

Agitador Vortex Thermolyne Modelo M37615. 
Espectrofotómetro Beckman Modelo DU-68. 

3.3.1.2.Reactivos. 

Albúmina bovina (Sigma, lote 79F9303). 
Sulfato de cobre R.A. (J.B.Baker, lote E16348). 
Tartrato de sodio y potasio R.A. (J.B. Baker, lote M36186). 
Cloruro de sodio R.A. (Mallinckrodt, lote 7581 KEAK). 
Yoduro de potasio R.A. (Mallincrodt, lote 7536 KEBK). 
Hidróxido de sodio R.A, (Mallinckrodt, lote 7708 KEVC). 
Acido clorhídrico R.A. (J.B.Backer, lote F31454). 
Fenolftaleína. 

3.3.1 .3.Soluciones. 

-Solución patrón de proteína. 

Pesar 0.07 g de albúmina bovina y colocarlos en un matraz 
volumétrico de 10 ml, agregar 5 ml de agua destilada hasta disolver y 
llevar al aforo. 

-Reactivo de Biuret. 
Sulfato de cobre 1.5 g 
Tartrato de sodio y potasio 6.0 g 
Yoduro de potasio 1.0 g 
Hidróxido de sodio 2.5 N. 

En un matraz volumétrico de 1000 ml colocar el sulfato de cobre y el 
tartrato de sodio y potasio, agregar 500 ml de agua destilada y agitar a 
disolución. Agregar, bajo agitación constante, 300 mi de hidróxido de 
sodio 2.5N previamente titulado y mezclar. Agregar yoduro de potasio y 
agitar hasta disolución. Aforar y conservar en frasco obscuro. 
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-Solución de cloruro de sodio al 0.9% (solución salina isotónica). 
Pesar 8.5 g de cloruro de sodio, colocarlo en un matraz de 1000 ml, 

agregar 500 ml de agua destilada, disolver y llevar al aforo. 

3.3.2. Curva patrón para cuantificar proteínas plasmáticas. 

3.3.2.1.Preparación de la curva patrón. 

Se etiquetaron 8 tubos y se procedió de la siguiente manera: El tubo 
no. 1 sirvió como blanco y se le agregaron 2.0 ml de solución salina 
isotónica (S.S.I.) al 0.9%. Al tubo no.2 se le añadieron 1.7 ml de S.S.I. al 
0.9% y 0.3 ml de solución patrón de proteína (conc.=2.1 g/100 m1). En el 
tubo no.3 se agregaron 1.5 ml de S.S.I. y 0.5 ml de solución patrón de 
proteína (conc.=3.5 g/100 m1). Al tubo no.4 se le añadieron 1.2 ml de 
S.S.I. y 0.8 ml de solución patrón de proteína. En el tubo no. 5 se 
agregaron 1.0 ml de S.S.I. y 1.0 ml de solución patrón de proteína 
(conc.=7.0 g/100 mi). Al tubo no.6 se le añadieron 0.7 ml de S.S.I. y 1.3 
ml de solución patrón de proteína (conc.=9.1 g/100m1). En el tubo no. 7 se 
agregaron 0.5 ml de S.S.I. y 1.5 ml de solución patrón de proteína 
(conc.=10.5 g/100 m1). Al último tubo se le añadieron solo 2.0 ml de 
solución patrón de proteína (conc.=14.0 g/100 m1). A cada tubo se 
agregaron 8 ml de reactivo de Biuret y se mezcló en vortrex 30 seg. Se 
dejaron reposar a temperatura ambiente durante 30 min. Se analizó 
espectrofotométricamente en la región del visible a 540 nm. 

La preparación de la curva se resume en el cuadro no. 4 . 

3.3.2.2.Preparación de las muestras biológicas. 

Se tomaron 0.5 ml de plasma, se colocaron en un tubo y se llevó a 
10 ml con S.S.I. al 0.9%. De la solución anterior se tomaron 2 ml, se 
pasaron a un tubo y se le agregaron 8 ml de reactivo de biuret, se 
agitaron en vortrex 30 seg. y se dejaron reposar 30 min. a temperatura 
ambiente. Las muestras se leyeron en la región del visible a una longitud 
de onda de 540 nm y los resultados se interpolaron en la curva patrón de 
la sección 3.3.2.1. En la figura 6 se presenta el diagrama correspondiente 
a la preparación de las muestras. 
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Cuadro no. 4. Preparación de la curva patrón para la 
cuantificacion de proteínas plasmáticas 

Tubo No. 

_ 

Sol.salina 
isotónica al 
0.9%(ml) 

ml de sol. 
patrón de 
proteína. 

Reactivo de 
Biuret (mi). 

Concentración de 
proteínas g/100 ml 

1 2.0 0 8 O (bco) 

2 1.7 0.3 8 2.1 

3 1.5 0.5 8 3,5 

4 1.2 0.8 8 5.6 

5 1.0 1.0 8 7.0 

6 0,7 1.3 8 9.1 

7 0,5 1.5 8 10.5 

8  0.0 2.0 8 14.0 

Tomar 0.5 ml de plasma 

1/1  
Llevar a 10 ml con SSI al 0.85% 

Tomar 2 ml 

Agregar 8 ml de reactivo de Biuret 

LAgitar 1 

Dejar reposar 30 min. a tp. ambiente 

Leer a 540 nm 

Interpolar en curva patrón 

Fig. 6 . Diagrama de flujo de la preparación de muestras para la cuantificación 
de proteínas plasmáticas. 
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3.3.3. Linealidad y repetibilidad del método analítico para cuantificar 
proteínas plasmáticas. 

Para determinar la linealidad se prepararon 3 curvas patrón por el 
método descrito en la sección 3.3.4.1 y se determinó coeficiente de 
correlación, pendiente e intercepto. 

La repetibilidad se evaluó preparando 10 muestras de 
concentración 7 g/100 ml conforme a la técnica mencionada en la sección 
3.3.1.4.1. Se calculó el promedio, desviación estándar y el porciento del 
coeficiente de variación. 

3.3.4.Estudios de unión a proteínas "in vitro". 

3.3.4.1. Material y equipo. 

Aparato dializador Spectrum 5-Cell Equilibrium Dialyzers, modelo 132360, 
que consta de: 
5 celdas de teflón. 
6 separadores metálicos. 
Motor de rotación. 
Base de dializador, 
15 tapones para las celdas. 
Agujas sin punta. 
Jeringas de 1 ml. 
Membranas Spectra/Por Dialysis No. 2, MWCO:12-14,000, 200 X 200 
mm, lote 132686. 
Baño de agua Imperial IV. 
Termómetro. 
Pinzas sin punta. 

3.3.4.2.Reactivos, 

Fosfato de potasio monobásico, R.A.(Mallincrodt, lote 7100 KJBR). 
Etanol R.A. (Merck). 
Hidróxido de sodio R.A.(Mallincrodt, lote 7708 KCCK). 
Agua destilada, desionizada y filtrada. 
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3.3.4.3.Soluciones. 
-Solución amortiguadora de fosfatos 0.064 M , pH 7.4. 

Pesar 1.74 g de fosfato de potasio , disolver y aforar a 1000 ml con 
agua desionizada. Ajustar el pH a 7.4 con NaOH 0.8 M. 

3.3.5,Estudios "in vitro". 

3.3.5.1.Tiempo de equilibrio. 

Para encontrar el tiempo de equilibrio óptimo se inyectó, del lado de 
la celda con menor grosor, 1 ml de solución amortiguadora de fosfatos 
0.064M, pH 7.4 añadido de albendazol o sulfóxido de albendazol a una 
concentración 2.0 Itg/m1; del lado de la celda con mayor grosor se inyectó 
1 ml de plasma y se dejó dializar en baño de agua a 37°C y 30 rpm 
siguiendo los pasos mencionados dentro de las generalidades. Se 
tomaron muestras a los 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90, 120, 180, 240, 300 y 
480 min. 
Las muestras se analizaron de acuerdo a lo descrito en la sección 3.1.5. 

3.3.5.2.Determinación de la unión del albendazol o sulfóxido de 
albendazol a la membrana de diálisis. 

Para determinar si el albendazol y el sulfóxido de albendazol se 
unían en cierto grado a la membrana, se inyectaron al dializador muestras 
de 1 ml de solución amortiguadora de fosfatos añadido de albendazol o 
sulfóxido de albendazol de concentración 2.0 mg/m1 (sección 3.1.4.1) y se 
pusieron a dializar frente a 1 ml de solución amortiguadora de fosfatos pH 
7.4, blanco, por el tiempo de equilibrio determinado en la sección 
3.3.3.4.1., 37°C y 30 rpm. Las muestras se analizaron según lo descrito 
en la sección 3.1.5. 

3.3.5.3.lntegridad de la membrana. 
La integridad de la membrana se determinó tanto para plasma 

como para albúmina bovina dializando muestras de 1 ml contra 1 ml de 
solución amortiguadora de fosfatos pH 7.4 durante 3 hrs. Al final de la 
diálisis se determinó si existía proteína del lado del buffer por el método 
de Biuret. 

3.3.5.4.Determinación del volumen de Shift o volumen desplazado. 
Para determinar el volumen de Shift se dializaron muestras de 1 ml 

tanto para albúmina bovina como para plasma con 1 ml de solución 
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Sección experimental. 

amortiguadora de fosfatos pH 7.4, respectivamente, durante 3.0 hrs. Al 
final de la diálisis se cuantificó la cantidad de proteína del lado del plasma 
por el método de Biuret y se comparó con la concentración del plasma 
antes de la diálisis (blanco) haciéndose lo mismo en el caso de albúmina. 

3.3.5.5.Grado de unión del albendazol y sulfóxido de albendazol a 
proteínas plasmáticas.  

El grado de unión a proteínas plasmáticas se determinó dializando 5 
muestras de 1 ml de plasma añadido de albendazol o sulfóxido de 
albendazol de concentraciones 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 lig/ml, con 1 ml de 
solución amortiguadora de de fosfatos pH 7.4 durante 3 hrs. El aparato se 
mantuvo a 37°C y 30 rpm. Una vez dializadas las muestras se analizaron 
ambos compartimientos (tanto la solución como el plasma), utilizando el 
método descrito en la sección 3.1.5. 

3.3.5.6.Grado de unión de albendazol y sulfóxido de albendazol a 
albúmina. 

Para obtener el grado de unión a albúmina se prepararon 5 
muestras de albúmina cargada de albendazol a concentraciones de 1.0 y 
2.0 µg/ml y 5 muestras de albúmina cargada de sulfóxido de albendazol a 
concentraciones de 0.5 y 2.0 Itg/m1 (sección 3.1.5.). Un ml de cada una 
de las muestras se dejaron dializar frente a 1 ml de buffer de fosfatos pH 
7.4 durante 3 hrs., 37°C y 30 rpm. 
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Resultados. 

A continuación se presentan los resultados obtenidos siguiendo 
los lineamientos descritos en el capítulo III. 

4.1.Validación del método analítico para la cuantificación de 
albendazol y su principal metabolito, sulfóxido de albendazol en 
plasma y albúmina bovina. 

4.1.1. Selectividad. 
En las figuras 7 y 8 se presentan los cromatogramas obtenidos 

al analizar muestras blanco de plasma y albúmina bovina, así como 
las añadidas con albendazol, sulfóxido de albendazol y estándar 
interno (S,I). En albúmina, los tiempos de retención para albendazol, 
sulfóxido de albendazol y estándar interno fueron: 11.55 min., 5.75 
min. y 7.88 min. respectivamente mientras que en plasma se 
encontraron los siguientes tiempos de retención: 13.55 min., 4.66 min. 
y 8.45 min. 

4.1.2.Linealidad. 

Los valores promedio de linealidad obtenidos al analizar 3 
curvas patrón fueron : 

-Albendazol en albúmina bovina : 
r= 0.9999 ; m= 0.4492 ; b= -0.0050 
(rango de concentración 0.062 - 4.0 mcg/ml) ( figura 9 ) 
-Albendazol en plasma : 
r= 0.9999 ; m= 0.4490 ; b= -0.0114 
(rango de concentración 0.062 - 4.0 mg/mi) ( figura 10 ) 
-Sulfóxido de albendazol en albúmina bovina : 
r= 0.9999 ; m= 1.0268 ; b= 0.0093 
(rango de concentración 0.062 - 4.0 mcg/ml) (figura 11 ). 

-Sulfóxido de albendazol en plasma : 
r= 0.9999 ; m= 1.0282 ; b= 0.0066 
(rango de concentración 0.062 - 4.0 mg/mi) (figura 12 ). 
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BLANCO DE ALBUMINA 
	

ALBUMINA AÑADIDA 
A=SULFOXIDO DE ALBENDAZOL 
B=ESTANDAR INTERNO 
D=ALBENDAZOL 

Fig. No.7.Selectividad del método analítico para la cuantificación de 
albendazol y sulfóxido de albendazol en albúmina. 
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Resultados. 

BLANCO DE PLASMA 
	

PLASMA AÑADIDO 
A=SULFOXIDO DE ALBENDAZOL 
B=ESTANDAR INTERNO 
C=ALBENDAZOL 

Fig. No.8.Selectividad del método analítico para la cuantificación de 
albendazol y sulfóxido de albendazol en plasma. 
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Resultados. 

Fig. No.9.Linealidad del método analítico para cuantificar albendazol en 
albúmina. 
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Fig. No.10.Linealidad del método analítico para cuantificar albendazol en 
plasma. 
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LINEALIDAD EN ALBUMINA. 

Fig. No.11.Linealidad del método analítico para cuantificar sulfóxido de 
albendazol en albúmina. 

Fig. No.12.Linealidad del método analítico para cuantificar sulfóxido de 
albendazol en plasma. 
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Resultados. 

4.1.3.Exactitud. 

La exactitud se evaluó de acuerdo a lo especificado en la sección 
3.2.4. y los resultados se presentan en los cuadros 5 a 8. 

Cuadro No.5.Exactitud del método analítico para cuantificar albendazol en 
albúmina bovina. 

Conc.(4/m1) Relación de 
alturas en Me0H 

Relación de alturas 
en albúmina 

% de 
extracción 

4,0 1.7514 1.7479 99.8 
2,0 0.8613 0.8606 99.9 
1.0 0.4466 0.4455 99.8 
0.5 0.2262 0.2232 98.7 
0.25 0.1175 0.1145 97.4 

0.125 0.0551 0.0544 98.7 
0.0625  0.0276 0.0269 97.5 

% de extracción promedio = 98.8% 

Cuadro No. 6.Exactitud del método analítico para cuantificar albendazol 
en plasma. 

Conc.( pg/m1) Relación de 
alturas en Me0H. 

Relación de alturas 
en plasma. 

% de 
extracción 

4.0 1.7514 1.7482 99.8 
2.0 0.8613 0.8537  99.1 
1.0 0.4466 0.4396 98.4 
0.5 0.2262 0.2211 97.7 
0.25 0.1175 0.1122 95.5 
0.125 0.0551 0.0520 94.4 
0.0625  0.0276 0.0253  91.7 

% de extracción promedio = 96.7% 
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Resultados. 

Cuadro No.7.Exactitud del método analítico para cuantificar sulfóxido de 
albendazol en albúmina bovina. 

Cona( IQ/mi) Relación de 
alturas en Me0H. 

Relación de alturas 
en albúmina. 

% de 
extracción 

4.0 4.1304 4.1226 99.8 
2.0 2.1010 2.1111 100.5 
1,0 1.0626 1.0580 99.6 
0.5 0.5360 0.5220 97.4 

0.25 0.2670 0.2650 99.3 
0.125 0.1288 0.1290 100.2 
0.0625  0.0763 0.0740 97.0 

% de extracción promedio = 99.1% 

Cuadro No.8.Exactitud del método analítico para cuantificar sulfóxido de 
albendazol en plasma. 

Conc (1.1g/m1) Relación 
dealturas 
enMeOH. 

Relación de alturas 
enplasma. 

% de 
extracción 

4.0 4.1304 4.1189 99,7 
2.0 2.1010 2.0890 99.4 
1.0 1.0626 1.0430 98.2 
0.5 0.5360 0.5200 97.0 
0.25 0.2670 0.2560 95,9 
0.125 0.1288 0.1233 95,7 

0.0625  0.0763 0.0722 94.6 

% de extracción promedio = 97.2%. 
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Resultados. 

4.1 A.Repetibilidad. 

La repetibilidad se evaluó de acuerdo a lo especificado en la 
seccion 3.2.4. y los resultados se presentan en los cuadros 9 a 12. 

Cuadro No.9.Repetibilidad del método analítico para cuantificar albendazol 
en albúmina bovina. 

Conc 
(4/m1) 

Rel. de 
alturas 1. 

Rel. de 
alturas 2 , 

Rel. de 
alturas 3. 

Rel. de 
alturas x 

D.S. C.V.% 

4.0 1.7921 1.7896 1.7919 1.7912 0.0014 0.0782 
2.0 0.8894 0.8884 0.8880 0.8886 0.0007 0.0788 
1.0 0,4494 0.4451 0.4430 0.4458 - 0.0033 0.7402 
0.5 0.2241 0.2178 0.2198 0,2206 0.0032 1.4506 
0.25 0.1030 0.1023 0.1009 0.1021 0.0011 1.0774 
0.125 0.0454 0.0446 0.0456 0.0452 0.0005 1.1062 
0.0625  0.0249 0.0263 0.0255 0,0256 0.0007 2.7344 

Rel. = Relación. 
C.V.% = coeficiente de variación porciento. 

Cuadro No.10.Repetibilidad del método analítico para cuantificar 
albendazol en plasma. 

Conc. 
(mcg/ml) 

Rel. de 
alturas 1, 

Rel, de 
alturas 2 _ 

Rel. de 
alturas 3, 

Rel. de 
alturas x. 

D.S. C.V.% 

4.0 1.7716 1.7749 1.7810 1.7758 0.0048 0.2703 
2.0 ,_ 0.8851 0.8892 0.8827 0.8857 0.0033 0.3726 
1.0 0.4466 0.4439 0.4375 0.4427 0.0047 1.0617 
0.5 0.2140 0.2188 0,2201 0,2176 0.0038 1,4706 
0.25 0.0855 0.0888 0.0892 0,0878 0.0020 2,3128 
0.125 0.0449 0.0435 0.0425 0,0436 0,0012 2,7523 
0.0625 0.0238 0.0250 _ 	0.0247 0.0245 _ 0.0006 2.4291 
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Resultados. 

Cuadro No.11.Repetibilidad del método analítico para cuantificar sulfóxido 
de albendazol en albúmina bovina. 

Conc. 
(mcg/m1) 

Rel. de 
alturas 1 

Re), de 
alturas 2. 

Re), de 
alturas 3. 

Re). de 
alturas x. 

D.S. C.V.% 

4.0 4.1032 4.1078 4.1101 4.1070 0.0035 0.0852 
2.0 2.0712 2.0696 2.0723 2.0710 0.0014 0.0676 
1.0 1.0610 1.0532 1.0557 1.05660.0040 0,3786 
0.5 0.5125 0.5086 0.5106 0.5106 - 0.0020 0.3917 
0.25 0.2607 0.2599 0.2661 0.2622 0.0034 1.2967 
0.125 0.1311 0.1295 0.1281 0.1296 0.0015 1.1574 
0.0625  0.0713 0.0695 0.0706 0.0705 0.0008 1.1348 

Cuadro No.12.Repetibilidad del método analítico para cuantificar sulfóxido 
de albendazol en plasma. 

Conc, 
(mcg/ml) 

Rel. de 
alturas 1 

Rel. de 
alturas 2 

Rel. de 
alturas 3 

Rel. de 
alturas x 

D.S. C.V.% 

4.0 4.1106 4.0975 4.1093 4,1058  0.0072 0.1752 
2.0 2.0694 2.0703 2.0675 2.0691 0.0014 0.0677 

b 	
1.0 1.0610 1.0481 1.0577 1.0556 0.0067 0.6347 
0.5 0.5130 0.5061 0.4984 0.5058 0.0073  1.4433 
0.25 0.2612 0.2706 0.2615 0.2644  0.0053 2.0045 

0.125 0.1319 	' 0.1280 0.1327 0.1309 0.0025 1.9099 
0.0625  0.0681 0.0710 0.0712 0.0701 0.0017 2.4251 

4.1.5.Reproducibilidad. 

La reproducibilidad se evaluó de acuerdo a lo especificado en la 
seccion 3.2.5. y los resultados se presentan en los cuadros 13 a 16. 
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Resultados. 

Cuadro No.13.Reproducibilidad del método analítico para cuantificar 
albendazol en albúmina bovina. 

_ 
Conc. 

(jtg / mi) 
Relación de alturas 

Analista 1 
Relación de alturas 

Analista 2 
C.V. % 

4.0 1,7921 1.7896 1,7579 1.7604 1.0343 
D 2.0 0,8894-  0.8884 0.8667 0.8790 1.1974 
I 1.0 0.4494 0.4451 0.4397 0.4413 	) 0.9741 	1  

A 0.5 0.2241 0.2178 0.2185 0.2202 1.2808 
0.25 0.1030 0,1023 0.1087 0.1069 2.9234 

1 0.125 0.0474 60486 0,0501_  0.0497 2.4769 
0.0625 0,0249 0.0263 0.0245 0.0251 3.0738 

4.0 1.7912 1.8011 1.7651 1.7595 1.1290 
D 2.0 0.8813 0.8923 0.8755 0.8689 1.1283 
I 1.0 0.4472 0.4407 0.4408 0.4336 1.2611 

A 0.5 0.2262 0.2215 0.2217 0.2193 1.3031 
0.25 0.1007 0.1038 0.1014 0.0982 2.2808_ 

2 0.125 0.0491 0.0460 0.0479 0.0471 2,7509-  
 	0.0625 0.0266 0.0255 0.0248 0.0262 	_ 3.0774 

Cuadro No.14.Reproducibilidad del método analítico para cuantificar 
albendazol en plasma. 

Conc, 
In / ml) 

Relación de alturas 
Analista 1 

Relación de alturas 
Analista 2 

C.V, % 

4.0 1.7816 1.7918 1.7610 1.7558 0.9588 
D 2.0 0.8892 0.8827 0.8719 0.8697 1.0456 
1 
A 

1.0 0.4466 0.4339 0.4378 0.4405 1.2141 
0.5 0.2118 0.2201 0.2140 0,2154 1,3134 
0.25 0.0855 0.0892 0.0917 0.0865 3.1675 

1 0.125 0.0449 0.0425 0,0411 0.0430 3.6650 
0.0625 0.0238 0.0250 _ 	0.0231 0.0228 4.1295 

4.0 1.7893 1.7809 1,7488 1.7501 1.1811 
D 2.0 0.8816 0.8865 0.8665 0.8742 0.9967 

1.0 0.4363 0.4412 0.4471 0.4500 1.3788 
A 0.5 0.2174 	0.2194 0.2093 0.2222 2.5542 

0.25 0.0916 	
1 

0.0890 0.0859 0.0938 3.7805 
2 0.125 0.0428 0.0465 0.0441 0.0447 3.4521 

 	0.0625 0.0260 0.0249 0.0229 -0.0231 6.1355 
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Resultados. 

Cuadro No.15.Reproducibilidad del método analítico para cuantificar 
sulfóxido de albendazol en albúmina bovina. 

Conc. 
_ 	(pg / ml) 

Relación de alturas 
. 	Analista 1 

' 	Relación de alturas 
Analista 2 

C.V. % 

4.0 4.1078 4.1201 4.1124 4.0851 0.3665 
D 2.0 2.0712 2.0696 2.0583 2.0418 0.6581 

I 1.0 1.0610 1.0532 1.0501 1.0433 0.6979 
A 0.5 0.5125 0.5086 0.5042 0.5105 0.6964 

0.25 0.2599 0.2661 0.2546 0.2614 1.8187 
1 0.125 0.1311 0.1295 0.1283 0.1289 0.8612 

0.0625 0.0713 0.0695 0.0724 0.0720 1.7998 

4.0  4,1121 4.1248 4.0964 4.1028 0.3002 
D 2.0 2.0650 2.0830 2.0659 2.0481 0.6900 

I 1.0 1.0505 1.0614 1.0465 1.0389 0.8937 
A 0.5 0.5076 0.5140 0.5034 0.4978 1.3518 

0.25 0.2635 0.2568 0.2576 0.2603 1.1671 
2 0.125 0.1278 0.1309 0.1285 0.1316 1.4147 

 	0.0625 0.0722 	' 0,0710 0.0692 0.0725 2.1025 

Cuadro No.16.Reproducibilidad del método analítico para cuantificar 
sulfóxido de albendazol en plasma. 

Conc. 
(In 1 mi) 

Relación de alturas 
Analista 1 

Relación de alturas. 
Analista 2 

C.V. % 

4.0 ' 	4.1106 4.0875 4.1312 4.0948 0.4714 
D 2.0 2.0703 2.0675 2.0473 2.0590 0.5014 
I 1.0 1.0610 1.0481 1.0334 1,0220 1.6348 

A 0.5 0.5120 0.4861 0.4868 0.4972 2,4417 
0.25 0.2602 0.2615 0.2567 0.2490 2.1850 

1 0.125 0.1249 0.1296 0.1264 0.1315 2.3393 
0.0625 0.0681 0.0712 0.0724 0.0628 	_ 6.2443 

4.0 4.0942 4.1131 4.0775 4.0906 0.3645 
D 2.0  2,0548 2.0736 2.0612 2.0328 0.8312 
I 1.0 1.0380 1.0529 1.0427 1,0367 0.7050 

A 0.5 0.5034 0.4836 0.4785 0.5023 2.5948 
0.25 0.2572 0.2502 0.2470 0,2618 2.6357 

2 0.125 0.1273 0.1234 0.1307 0,1259 2.4014 
 	0.0625 0.0709 0.0677 0.0724 0.0646 5.0403 
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Resultados. 

4.2..Estudios de unión a proteínas plasmáticas. 

4.2.1.Método analítico para cuantificar proteínas plasmáticas. 

4.2.1.1.Linealidad. 

Los valores promedio después de analizar las 3 curvas patrón 
fueron: r=0.9997, b=0.0031, m=0.0258 (figura 13). 

FIG. 13. LINEALIDAD PARA EL METODO DE BIURET. 
0,40 - 	 Cuantificación de proteínas plasmáticas. 

0,05 - 

0,00 
0 2 	4 	0 	9 	10 	12 

	
14 

CON C EN T AC ION (q/100 mf) 

r.1,  91137 ; t=0.0)31 rrr,  O 0253 

4.2.1.2.Repetibilidad. 

El coeficiente de variación promedio.que se obtuvo al analizar 10 
muestras de concentracion 7 g/100 ml de proteina fue de: 0.49% y los 
resultados se resumen en el cuadro 17. 
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Resultados. 

Cuadro No.17.Repetibilidad del método para cuantificar proteínas 
plasmáticas. 

Muestra No. Absorbancia 
1 0.1820 
2 0.1813 
3 0.1799 
4 0.1807 
5 0.1822 
6 0.1810 
7 0.1809 
8 0,1819 
9 0.1805 
10  0.1795 

X=0.1810 ; S=0.0009 ; C.V.% = 0.4924 

4.2.2. Estudios de unión a proteínas "in vitro". 

4.2.2.1.Tiempo de equilibrio. 
El tiempo de equilibrio se obtuvo siguiendo los lineamientos 

descritos en la sección 3.3.5.1. Posteriormente se elaboraron gráficas de 
% de concentración con respecto al tiempo, las cuales se presenta en las 
figuras 14 y 15. 

A partir de los resultados obtenidos y analizados en gráficas, se 
determinó que el tiempo de equilibrio óptimo tanto para el albendazol y el 
sulfóxido de albendazol es de 3.0 hrs. 
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% total de albendazol en plasma. 
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Fig. No. 14.Tiempo de equilibrio para albendazol 
utilizando el método de diálisis. 

% total de sulfóxido de albendazol en plasma. 
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Fig. No.15.Tiempo de equilibrio para sulfóxido de albendazol 
utilizando el método de diálisis. 
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Resultados 

4.2.2.2.Determinación de la unión del albendazol y sulfóxido de 
albendazol a la membrana de diálisis. 

El grado de unión a membrana del albendazol y sulfóxido de 
albendazol se obtuvo siguiendo los lineamientos especificados en la 
sección 3.3.5.3. y los resultados se presentan en los cuadros 18 y 19. 

Cuadro No.18.Determinación de la unión del albendazol a la membrana de 
diálisis a concentración de 2.011g/ml, 3.0 hrs., 37°C y 30 rpm. 

Conc. inicial 
(pg/ml) 

Conc. celda 1 
buffer (1.i.g/m1) 

Conc. celda 2 
buffer (lag/ml) 

Conc. final 
celda 1 + 
celda 2 
(µg/ml) 

% de 
albendazol 
unido a la 
membrana 

2.040 1.008 1.010 2.018 1.07 
2.040 1.022 0.991 2.013 1.33 
2.040 1.010 1.007 2.017 1.13 
2.040 0.993 1.026 2.019 1.02 
2.040  1.005 1.015 2.020 0.98 

% de albendazol unido a membrana = 1.11%. 

Cuadro No.19fleterminación de unión a la membrana del sulfóxido de 
albendazol a concentración de 2.0 lig/ml, 3.0 hrs., 37°C y 30 rpm. 

Conc. inicial 
(jag/m1) 

Conc. celda 1 
buffer (jag/m1) 

Conc. celda 2 
buffer (lag/mi) 

Cono. final 
celda 1 + celda 

2 (µg/ml) 

% de 
sulfóxido de 
albendazol 
unido a la 
membrana 

2.010 1.014 0.990 2.004 0.299 
2.010 1.006 0.998 2.003 0.348 
2.010 1.001 1.002 2.003 0,333 
2.010 0.995 1.012 2.006 0.183 
2.010  0.993 1.011 2.005 0.269 

% de sulfóxido de albendazol unido a la membrana = 0.29 %. 
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Resultados 

4.2.2.3. Integridad de la membrana. 

Para ninguno de los casos se encontró proteína del lado del 
buffer hasta las tres horas de diálisis, al analizarlo por el método de 
Biuret como se describe en la sección 3.3.5.3. 

4.2.2.4. Determinación del volumen de Shift. 

Al comparar la concentración de albúmina bovina o plasma 
antes y después de la diálisis de 3.0 hrs., no se encontró diferencia 
entre las mismas al analizarlas como se describe en la sección 
3.3.5.4. 

4.2.2.5. Determinación del grado de unión del albendazol y sulfóxido 
de albendazol a proteínas plasmáticas. 

El grado de unión a proteínas plasmáticas del albendazol y 
sulfóxido de albendazol se determinó siguiendo los lineamientos 
especificados en la sección 3.3.5.4. y los resultados se muestran en 
los cuadros 20 y 21. 

4.2.2.6. Determinación del grado de unión a albúmina bovina del 
albendazol y sulfóxido de albendazol. 

El grado de unión a albúmina del albendazol y sulfóxido de 
albendazol se obtuvo siguiendo los lineamientos especificados en la 
sección 3.3.5.5. y los resultados se muestran en los cuadros 22 y 23. 
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Resultados 
Cuadro No.20. Determinación del grado de unión a proteínas plasmáticas del 

albendazol a concentraciones de 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 Itg/ml, 
3.0 hrs., 37°C y 30 r m. 

Celda no. Conc. inicial 
(µg/ml) 

Conc. de fármaco 
en buffer al 

equilibrio (µg/ml) 

Conc. de fármaco 
en plasma al 

equilibrio (µg/ml) 

Unión a 
proteínas %. 

1 0.500 0.038 0.478 92.05 
2 0.500 0.041 0.465 91.18 
3 0.500 0.037 0.469 92.11 
4 0.500 0.040 0.473 91.54 
5 0.500 0.039 0.480 91.88 

Promedio 0.500 0.039 0.473 91.75 

9.S./C.V.% - 0.0016 1 4,0542 0.0062 / 1.3118 0.3891 / 0.4240 

1 1.000 0.086 0.969 91.12 
2 1.000 0.090 0.961 90.63 
3 1.000 0.0930 0.949 90.20 
4 1.000 0.088 0.959 90.82 
5 1.000 0.089 0.942 90.55 

Promedio 1.000 0.089 0.956 90.66 
D.S./C.V.% - 0.0026 I 2.9018 0.0106 / 1.1070 0.3397 / 0.3747 

1 2.000 0.172 1.784 90.36 
2 2.000 0.176 1.818 90.32 
3 2.000 0.167 1.842 90.93 
4 2.000 0.178 1.793 90.07 
5 2.000 0.169 1.830 90.77 

Promedio 2.000 0.172 1.813 90.49 
D.S./C.V.% - 0.0046 / 2.6770 0.0245 / 1.3494 0.3515 / 0.3884 

1 3.000 0.273 2.668 89.77 
2 3.000 0.268 2.691 90.04 
3 3.000 0.270 2.657 89.84 
4 3.000 0.282 2.598 89.15 
5 3.000 0.274 2.648 89.65 

Promedio 3.000 0.273 2.652 89.69 
D.S./C.V.% - 0.0054 / 1.9629 ' 0.0344 / 1.2969 0.3334 / 0.3717 

1 4.000 0.369 3.573 89.67 
2 4.000 0.367 3.550 89.66 
3 4.000 0.353 3.622 90.25 
4 4.000 0.351 3.614 90.29 
5 4.000 0.361 3.599 89.97 

Promedio 4.000 0.360 3.592 89.97 
D.S./C.V.%- 0.0081 / 2.2417 	_ 0.0298 / 0.8303 ' 0.3029 / 0.3366 
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Resultados 
Cuadro No.21. Determinación del grado de unión a proteínas plasmáticas del 

sulfóxido de albendazol a concentraciones de 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 y 
4.0 lig/mi , 3.0 hrs. , 37°C y 30 rpm. 

Celda no. Conc. inicial 
(1.1g/m1) 

Conc. de fármaco 
en buffer al 

equilibrio 
,ig/ml) 

Conc. de fármaco 
en plasma al 

equilibrio 
(11!ml) 

Unión a 
proteínas %, 

1 0.500  0.128 0.383 66.58 
2 0.500 0.133 	- 0.378 64.81 
3 0.500 0.136 0.372 63.44 
4 0.500 0.130 0.380 65.79 
5 0.500 0.137 0.369 62.87 

Promedio 0.500 	- 0.133 0.376 64.70 
D.S./C.V.% - 0.0038 / 2.8871 0.0058 l 1.5331 1.5549 I 2.4033 

1 1.000 0.262 0.755 65.30 
2 1.000 0.272 0.746 63.54 
3 1.000 0.259 0.757  65.79 
4 1.000 0.270 0.739 63.46 
5 1.000 0.279 0.730 61.78 

Promedio 1.000 0.268 0.745 63.97 
D.S./C.V.% - 0.0080 / 2.9876 0.0112 / 1.5077 1.6064 / 2.5110 

1 2.000 0.532 1.459  63.54 
2 2.000 0.509 1.476 65.51 
3 2.000 0.548 1.438 61.89 
4 2.000 0.527 1.467 64.08 
5 2.000 0.544 1.449 62.46 

Promedio 2.000 0.532 1.458 63.50 
D.S./C.V.% - 0.0154 / 2.9029 0.0149 / 1.0214 1.4188 / 2.2344 

1 3,000 0.777 2.214 64.91 
2 3,000 0.794 2.192 63.78 
3 3,000 0.785 2.188 64.12 
4 3.000 0.837 2.156 61.18 
5 3,000 0.809 2.176 62.82 

Promedio 3.000 0.800 2.185 	- 63.36 
D.S./C.V.% - 0.0237 / 2.9560 0.0213 / 0.9764 1.4318 / 2.2598 
,, 	1 4.000 1.054 - 	2,955 64.33  

2 4.000  1.104 2,897 - 	61,89 
3 4.000 1.043 2,966 64.83 
4 4.000  1.083 2,915  62,85 
5 4.000 1,112 2.880 61,39 

Promedio 4,000 1.079 2.923 r 	63.06 
D.S./C.V.% -  	0.0302 / 2.7994 0.0369 / 1.2643 1.4956 / 2.3718 
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Resultados 
Cuadro No.22. Determinación del grado de unión a albúmina bovina del 

albendazol a concentraciones de 1.0 y 2.01,tg/ml, 3.0 hrs., 
37°C v 30 r m. 

Celda no. Cantidad 
inicial (µg/ml) 

Conc. de fármaco 
en buffer al 

nuilibrio .lig/m1) 

Conc. de fármaco 
en plasma al 

equilibrio (12/m1) 

Unión a 
albúmina %. 

1 1.000 0.144 0.840 82,86 
2 1.000 0.156 0.809 80,72 
3 1.000 0.153 0.821 81.36 
4 1.000 0.151 0,828 81.76 
5 1.000 0.149 0.831 82.07 

Promedio 1.000 0.151 0.826 81.75 
D.S/C.V %- 0.0045 / 2.9917  0.0116 / 1.4054 0.7980 / 0.9762 

1 2.000 0.303 1.665 81.80 
2 2.000 0.310 1.647 81.18 
3 2.000 0.315 1.659 81.01 
4 2.000 0.298 1.674 82.20 
5 2.000 0.318 1.648 80.70 

Promedio 2.000 0.309 1.659 81.38 
D.S./C.V%  - 0.0083 / 2.6841 0.0115 / 0.6909 0.6099 / 0.7495 

Cuadro No.23, Determinación del grado de unión a albúmina bovina del 
sulfóxido de albendazol a concentraciones de 0.5 y 2.0 pg/ml, 3.0 hrs., 

37°C y 30 r m. 
Celda no. Cantidad 

inicial (fig/m1) 
Conc. de fármaco 

en buffer al 
equilibrio (Itg/m1) 

Cone. de fármaco 
en plasma al 

equilibrio (µg/ml) 

Unión a 
albúmina % 

1 0.500 0.199 0.300 33.67 
2 0.500 -0.185 0.289 35.99 
3 0.500 0.195 0.301 35.22 
4 0.500 0.200 0.301 33.55 
5 0.500 0,191 0.294 35.03 

Promedio 0.500 0.194 0.297 34.69 
D.S./C,V°/0 - 0.0062 / 3.1775 0.0053 / 1.7975 1.0520 / 3.0323 

1 2.000 0.780 1.186 34.23 
2 2.000 0.797 1,195 33.30 
3 2.000 0.79-1 1.190 33.53 
4 2.000 0.785 1.200 34.58 
5 2.000 0.788 1.181 33.28 

Promedio 2.000 0.788 1.190 33.78 
D. S /C.V%  - 0.0064 / 0.8094 0.0074 / 0.6247 0.5885 / 1.7419 
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Discusión de resultados. 

5.1. Validación del método analítico para la cuantificación de 
albendazol y su principal metabolito, sulfóxido de albendazol en 
plasma y albúmina bovina. 

5,1.1. Selectividad. 
De acuerdo a los cromatogramas presentados en las figuras 7 y 

8, se puede observar que la albúmina bovina comercial no presenta 
ninguna impureza, así como el plasma tampoco presenta 
componentes endógenos que puedan interferir en la determinación 
del albendazol, sulfóxido de albendazol o mebendazol. También se 
observa una buena resolución de los picos, por lo que el método se 
considera selectivo. 

5.1.2. Linealidad. 
Puesto que el coeficiente de correlación fue de 0.9999 en las 

tres curvas preparadas para cada uno de los casos (figuras 9 a 12), el 
método analítico se considera lineal en albúmina bovina y en plasma 
en el rango de concentraciones de 0.0625 a 4.0 lig / ml. 

5.1.3. Exactitud. 
Dado que el rendimiento promedio de extracción en albúmina 

bovina fué del 98.8 % para albendazol (cuadro 5) y del 99.1 % para 
sulfóxido de albendazol (cuadro 7), y en plasma del 96.7 % (cuadro 6) 
y 97.2 % (cuadro 8) respectivamente, el método se considera exacto. 

5.1.4, Repetibilidad. 
El método analítico se considera preciso, dado que ninguno de 

los coeficientes de variación fué mayor del 10% para ambos 
compuestos en albúmina bovina y plasma respectivamente, en el 
rango de concentraciones estudiado (cuadros 9 a 12). 

5.1.5. Reproducibilidad. 
El método analítico se considera reproducible, dado que 

ninguno de los coeficientes de variación fue mayor del 10% al 
comparar los resultados (relación de alturas) entre dos analistas en 
dos días diferentes en el rango de concentraciones estudiado, tanto 
para albendazol como para sulfóxido de albendazol en albúmina 
bovina y plasma respectivamente. De igual forma, no se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas entre analistas y entre días 
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Discusión de resultados. 

al aplicar un ANADEVA con una p = 0.05 (cuadros 13-16) ( 6, 41, 42, 
43, 52, 53 ). 

5.2. Estudios de unión a proteínas plasmáticas. 

5.2.1. Método analítico para cuantificar proteínas plasmáticas. 
Existen muchos métodos para la cuantificación de proteínas 

plasmáticas ( inmunoquímicos, electroforéticos, refractométricos, etc. 
), de los cuales el que más se ajustó a nuestras necesidades fue el 
método de Biuret, el cual es un método espectrofotométrico, que tiene 
una variante para cuantificar solamente albúmina, es rápido, barato y 
ha sido validado en numerosas ocasiones por lo que se consideró que 
para nuestro caso solo se debía probar linealidad y repetibilidad. 

5.2.1.1. Linearidad y repetibilidad. 
Puesto que el valor promedio después de analizar 3 curvas 

patrón por el método de Biuret fué de 0.9997 (fig.13), el método 
analítico se considera lineal para el rango de concentraciones 
estudiado. Así mismo se demostró la precisión ya que el coeficiente 
de variación después de analizar 10 muestras de la misma 
concentración fue de 0.5% (cuadro 17) (17, 18, 19, 20 ). 

5.2.2. Estudios de unión a proteínas "in vitro". 

5.2.2.1. Tiempo de equilibrio. 

El tiempo al cual se alcanzó el equilibrio fue de 1.30 hrs. para el 
albendazol y de 2.0 hrs. para el sulfóxido de albendazol. Se decidió 
prolongar el tiempo a 3.0 hrs para asegurar la máxima unión a 
proteínas para ambos (fig.14 y 15). En la técnica de diálisis, el 
fármaco libre atravieza la membrana desde el plasma hacia el buffer 
hasta alcanzar el equilibrio en donde la actividad del fármaco libre es 
la misma en ambos lados de la membrana (1-5). 

Por otro lado, cabe señalar que se controlaron 2 factores 
importantes en la técnica de diálisis. Primero, el tiempo para alcanzar 
el equilibrio se acortó añadiendo el fármaco del lado del plasma 
logrando con ello que el fármaco entre en contacto con la proteína 
más rápidamente y como consecuencia la unión del fármaco a la 
proteína también sea más rápida ya que, generalmente, se añade del 
lado del buffer haciendose mas largo el tiempo de equilibrio. El 
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segundo factor, el llamado efecto de Donnan, que no es más que un 
desequilibrio iónico que provoca que la cantidad de fármaco libre no 
sea la misma en ambos lados de la membrana de diálisis, fue 
atenuado utilizando una concentración de solución amortiguadora lo 
suficientemente alta, ( 0.0625 M ), para evitar éste desequilibrio ( 15, 
16, 33, 34, 39). 

5.2.2.2. Integridad de la membrana. 
Al tiempo de equilibrio óptimo (3 hrs) no se cuantificó proteína 

alguna por el método de Biuret del lado de la solución amortiguadora, 
asumiendose con ello que la membrana se mantuvo intacta a través 
de todo el estudio y para todos los casos y además que la albúmina 
comercial no se encontraba fraccionada (40, 45). 

5.2.2.3. Determinación del volumen de Shift. 
No se encontraron diferencias significativas entre la 

concentración tanto de proteínas plasmáticas totales como de 
albúmina bovina antes y después de la diálisis, lo cual quiere decir 
que no hubo un desplazamiento de volumen desde el buffer hacia la 
proteína, que resultaría en una dilución de la misma, que es lo que se 
conoce como volumen de Shift. 

Una forma de atenuar el volumen de Shift es utilizando una 
membrana de bajo espesor con cutoff de bajo peso molecular y 
tiempos de equilibrio cortos (menor a 6 hrs) como sucedió en éste 
caso, por lo tanto, tomando en cuenta lo anterior así como los 
resultados obtenidos, no hubo necesidad de realizar corrección 
algúna al respecto (33, 35, 36). 

5.2.2.4. Determinación de la unión del albendazol y sulfóxido de 
albendazol a la membrana de diálisis. 

El porciento de unión a la membrana para albendazol y 
sulfóxido de albendazol fue de 1.11 y 0.29 % respectivamente a las 
3.0 hrs. de diálisis. Esta unión, al ser tan baja, no influye en la 
estimación de la cantidad de fármaco unido y por lo tanto el error 
inherente es despreciable ( 12, 14, 15, 45 ). 
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5.2.2.5.Determinación del grado de unión del albendazol y sulfóxido 
de albendazol a proteínas plasmáticas. 

En el cuadro 20 podemos observar un alto porciento de unión a 
proteínas totales para el albendazol (89 al 92%) en el rango de 
concentraciones estudiado. 

En éste caso el problema de un alto grado de unión a proteínas 
por parte del albendazol no resulta tan grave debido a que el 
albendazol presenta un extenso efecto del primer paso, 
metabolizandose en su mayor parte a sulfóxido de albendazol que es 
el que presenta la actividad farmacológica. En el cuadro 21 se 
observa que dicho metabolito no presenta un alto grado de unión a 
proteínas (62-67%) y por consiguiente el efecto arriba mencionado no 
es tan marcado, ya que por ejemplo, un desplazamiento del 10% del 
fármaco unido a proteínas implicaría tan solo un aumento del 15% del 
fármaco libre ( 1, 2, 5, 8, 10, 12, 29, 31 ). 

Los resultados de unión para cada concentración estudiada 
también presentaron un coeficiente de variación menor al 3.0% por lo 
que el método de diálisis al equilibrio en celdas de teflón utilizado es 
reproducible. 

5.2.2.6. Determinación del grado de unión a albúmina bovina del 
albendazol y sulfóxido de albendazol. 

Como se observa en los cuadros 22 y 23, los porcentajes de 
unión de albendazol y sulfóxido de albendazol a albúmina bovina (80-
82% y 33-36%) fueron menores al mostrado con proteínas 
plasmáticas totales. Lo anterior quiere decir que ambos se unen en su 
mayor parte a albúmina bovina pero también presentan unión a otro 
tipo de proteína plasmáticas ( 12, 46, 47 ). 
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Conclusiones. 

-El método analítico utilizado para cuantificar el albendazol y 
el sulfóxido de albendazol fue selectivo, lineal, exacto, reproducible 
y repetible en el intervalo de 0.0625 a 4.0 µg/ml, tanto en albúmina 
bovina como en plasma. 

-El método de Biuret para cuantificar proteínas plasmáticas 
fue lineal y reproducible en el intervalo de 2.1 a 14 g/dl. 

-El método de diálisis al equilibrio en celdas de teflón fue 
reproducible en el intervalo de concentraciones estudiado. 

-El tiempo de equilibrio óptimo para el albendazol y el 
sulfóxido de albendazol fué de 3.0 hrs. tomando en cuenta los 
factores antes mencionados. 

-El tipo de membrana utilizada fue la óptima para éste 
estudio ya que, en ningún caso hubo paso de proteína hacia la 
solución amortiguadora ni se presentó unión significativa del 
albendazol y sulfóxido de albendazol a la membrana de diálisis. 

-El albendazol presenta un alto grado de unión a proteínas 
totales (89-92%) y un 80-82% de unión a albúmina bovina a las 
concentraciones estudiadas. 

-El sulfóxido de albendazol no presenta alto grado de unión a 
proteínas totales (62-67%) y mucho menos a albúmina bovina (33-
36%). 

-Tanto el albendazol como su metabolito, sulfóxido de 
albendazol además de unirse a albúmina también presentan unión 
a algúna otra proteína plasmática. 

-Dado que el albendazol sufre un extenso efecto del primer 
paso, produciendo el metabolito sulfóxido de albendazol, 
responsable de la actividad farmacológica, el alto grado de unión a 
proteínas que presentó el primero no se considera de importancia 
farmacológica. 
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Sugerencia. 

-Se sugiere continuar el estudio utilizando y-globulina para 
ver si ésta es la otra proteína de unión , así como trabajar en un 
rango amplio de concentraciones más altas para poder obtener los 
posibles sitios de unión. 
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