OOD6ES
z

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA ,,2e/
DE MEXICO A

Facultad de Quimica
Division de Estudios de Posgrado

Farmacocinética del aBIOF10 en Borregos

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN FARMACIA (BIOFARMACIA)

PRESENTA.
QFB Lauro Misael delt Rivero Ramirez
Qé Cd. Universitaria 1998

(}‘5" s
Biofarmacia
TESIS CON

FALLA DE ORIGEN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO

Presidente: Dr. Rafael Castillo Bocanegra

Primer vocal: M. en C. Inés Fuentes Noriega

Secretario: M. en C. Guadalupe Clara Espinosa Martinez
Primer suplente: M. en C. Ma. Teresa Francisco Doce
Segundo suplente: M. en C. Francisco Hernandez Luis

Sitio donde se desarrollo el tema:

Laboratorio de Biofarmacia del Departamento de Farmacia
. Division de Estudios de Posgrado, Facultad de Quimica, UNAM

Asesor.;

Dra. Helgi Jung Cook

Sustentante:
QFB Lauro Misael del Rivero Ramirez




q

oSt 1L b TEE

o
PEXS

1oL

AR

e
I
1

2

1 553 S

ak
(=)

in

s
RS



S

Ay et

ol AN




Resumen

Blotarmacia

Se realizd un estudio para evaluar la farmacocinética de un nuevo agente

fasciolicida: el aBIOF10 en borregos, el cual ha demostrado ser efectivo tanto in
vilro como in vivo.

El estudio se realizé en tres etapas. En la Etgpa | se determinaron las propiedades
del aBIOF10 encontrandose que la especie protonada es un acido débil con un
pKa de 2.87, es pricticamente insoluble en casi todas las soluciones acuosas y
organicas, y presenta un coeficiente de particion lipido/agua de 27.63, dado estos
resultados se esperaria el farmaco se absorba lentamente sobre todo en el
estémago.

La Etapa 2, consistid en desarrollar y validar un método analitico por
cromatografia de liquidos para la determinacion de! aBIOF10 y su metabolito en
plasma y orina de borrego, el cual probd que es adecuado y confiable para la
cuantificacién del los analitos en los fluidos bioldgicos.

En la Etgpa 3, se administré una suspension de aBIOF 10 por via oral a 7 borregos
a una dosis de 12 mg/Kg y se tomaron muestras sanguineas a las 0 (blanco), 0.5, 1,
2,3, 4,6, 8, 10, 12, 24, 30, 36, 48, 72, 96, 102, 144 y 168 horas después de su
administracién. Se observd que el aBIOF10 sufre efecto del primer paso
metabolizindose rtipidamente a sulféxido de oBIOF10 (SOaBIOF10). E!
SOaBIOF10se ajusta & un Modelo Abierto de Dos Compartimientos, con una vida
media de absorcién de 6.17 horas, vida media de eliminacién de 18.95 horas,
concentracién plasmética maxima de 8.0 pg/mL, tiempo para llegar a la
concentracion plasmatica méxima de 11.4 horas, undérea bajo la curva de
238.39 pg*h/mL, un volumen de distribucién de 58.57 L y una depuracion de
68.76 mL/min.

Los resultados obtenidos en el estudio farmacocinético conjuntamente con los de
eficacia in vifro e in vivo, indican que el aBIOF10 podria ser considerado como
una altemnativa en el tratamiento de la fascioliasis animal.
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Biofarmacia

La fasciolosis es un problema parasitario con gran repercusion en la industria
pecuaria. La presencia de fasciola en los tejidos del ganado vacuno, avino, etc., hace
que merme su productividad; ya que una vaca con fasciolosis produce menos leche,
lo cual se traduce en una perdida econémica importante. La Fasciola heparica es un
parisito que recibe el nombre de eurixeno, por lo que un amplic nimero de
mamiferos puede funcionar como huéspedes definitivos, de tal forma que desde una
oveja hasta un elefante puede ser el huésped definitivo, pasando entre ellos el
hombre. Este parasito se encuentra localizado en la mayor parte de los estados de la
Reptiblica Mexicana, siendo mas frecuente en el ganado vacuno (zona de la cuenca
del Rio Lerma), con valores que van del 5 al 40%. En situaciones particulares
(algunos ranchos) hasta el 100% de las reses estan infectadas.

Las infecciones humanas se han reportado en paises asiticos, europeos, africanos y
americanos, sin embargo sblo se han reportado varias decenas de casos, quizd debido
a que no se han realizado los estudios adecuados para detectar la infeccion en el
hombre. Cuando se detecta un caso humano, se debe estudiar a todos los miembros
de la familia, ya que se suele presentar en epidemias familiares.

Considerando lo anterior, en la Ultima década la literatura relacionada con la sintesis
de antihelminticos de amplio espectro, se ha incrementado considerablemente. Los
carbamatos benzimidazdlicos han demostrado ser altamente eficaces en animales' .de
los cuales algunos de ellos estdn siendo utilizados en medicina humana’. Los
bencimidazoles han mostrado ser capaces de eliminar nematodos adultos, céstodos y
fasciolas; sin embargo, no todos estos compuestos son eficaces contra los diversos
estadios de los parésitosa.

Uno de los fasciolicidas mas relevantes en el mercado nacional es el triclabendazol
{Fasinex: Novartis), compuesto ben21m1dazohco que ha demostrado alta eficacia
contra los diferentes estadios de los parasntos , sin embargo, al igual que otros
fasciolicidas no relacionados estructuralmente, tales como el closantel (Flukiver:
Janssen Pharmaceutica), rafoxanide (Ranide: Merck Sharp and Dhome), clorsulon
{ivomee-f: Merck Sharp and Dhome), nitroxinil (Trodax: Rone Meriex), netobimin
(Hapadex: Shcramex) son todos de importacion y de dificil preparacién. razon por
la cual la fuga de divisas al igual que los costos del tratamiento de los animales son
considerablemente altos.

En el Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica de la UNAM se ha
trabajado en la sintesis de d:vcrsos derivados del bencimidazol obteniendo 17 nuevos
compuestos. Ibarra y “Velarde® sometieron a evaluacion preliminar como
trematodicidas contra Fasciolas inmaduras tempranasT a estos compuestos, utilizando
un modelo in vitre. Con base en los resultados de actividad fasciolicida obtenidos en
ios estudios preliminares in vitro, se disefiaron y se sintetizaron 5 nuevos compuestos
de estructura analoga al triciabendazol, entre ellos el bencimidazol que presenta una
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mayor actividad contra fasciola. Dos de estos compuestos denominados compuesto o
y compuesto  se someticron a pruebas de actividad fasciolicida in vitro contra
metacercarias de Fasciola hepatica recién desenquistadas, ¢ in vivo en botregos y
conejos. Las pruebas in vitro mostraron alta eficacia para ambos compuestos a dosis
de 9 pg/mL. Fue de gran interés encontrar que ¢l compuesto o causd lisis de las
metacercarias. /n vivo, el compuesto o mostrd eficacia a dosis de 15 mg/Kg
equiparable al Triclabendazol, por lo que se considerd necesario continuar con la
investigacion referente a este nuevo compuesto y por lo tanto desarrollar el presente
trabajo, cuyos objetivos fueron;

* Determinar las propiedades fisicoquimicas del aBIOF10

» Caracterizar la farmacocinética del aBIOFi10 en borregos
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1.1 Fascioliasis

La Organizacién Mundial de la Salud’ (OMS) ha clasificado a esta enfermedad como
una zoonosis parasitaria con nimero de registro CIE-9 1213 y la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) la define como una “enfermedad del higado causada
por un gran treméatodo que es un pardsito natural de los ovinos, bovinos y animales
similares, en todo el mundo. Estos trematodos llegan a medir unos 3 cm, y viven en los
conductos biliares. Las formas jovenes viven en el parénquima hepitico, produciendo
lesién tisular y hepatomegalia. Durante la fase inicial de la invasion del parénquima
puede haber dolor en el cuadrante superior derecho, anormalidades en la funcidn
hepatica y cosinofilia. Las formas adultas e inmaduras del pardsito, después de que
emigran a los conductos biliares, pueden causar cdlico vesicular e ictericia obstructiva™.
Los agentes infecciosos son la Fasciola hepatica (conocida también como duela o
conchuela del higado) y con menor frecuencia la Fasciola gigantica. La distribucion
geografica de la F. hepatica es a nivel mundial mientras que la F. gigantica se encuentra
en Africa, varios paises de Asia y en Hawai.

li.1.1 Ciclo Biologico

El descubrimiento del ciclo evolutivo de la Fasciola hepatica sc llevd a cabo en 1873
por Rudolf Leuckart y Sir Algernon Phillips Withiel Thomas quienes trabajando por

L
separado encontraron que

La Fasciola hepatica en su estado adulto, es un gusano plano folidceo, sin segmentos,
carnoso, mide de 2 a 3.5 cm de largo por 1 a 1.5 ¢m de ancho. Su cuerpo esta cubierto de
espinas, aunque algunos ejemplares carecen de estas en el extremo posterior el cual es
redondeado. La porcion anterior o cefatica {cono cefilico) en su vértice presenta la
ventosa cefilica o bucal, esta mide aproximadamente 1 mm, en cuyo fondo esta la boca
o inicio del aparato digestivo el cual sc continta por una faringe bien desarrollada,
misma que se bifurca para dar origen a los intestinos que no tienen satida; es por eso que
se denominan intestinos c¢iegos. Es hermafrodita, posee un ovario y un testiculo,
teniendo por lo tanto autofecundacion, con la formacion de un cigoto y huevos que
permanecen en el ttero hasta convertirse en huevos maduros; y ser liberados. El pardsito
adulto normalmente vive en el interior los conductos biliares de los huéspedes
definitivos, los cuales son principaimente herbivoros (vacas, borregos, cabras, caballos,
burros, conejos, roedores, bufalos, elefantes, e incluso el hombre), ahi el adulto libera los
huevos.

Los huevos miden de 130 a 150 micras de longitud por 60 a 90 micras de ancho, tienen
una doble cubierta, los huevos son arrasirados con el trénsito del liquide biliar y caen al
duodeno donde desemboca la via biliar, de esta forma los huevos llegan al intestino
delgado, y son eliminados con la materia fecat del huésped parasitado. Se requiere que el
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huésped defeque cerca de un manto de agua. La maduracién se efectia en el agua entre 9
y 15 dias a temperatura de 22 a 25°C., El huevo presenta en uno de sus polos el apéreulo,
que es una especic de tapa, el cual tiene la capacidad de que cuando el embrion esti
maduro se abre para permitir la salida de este, mismo que se Hama miracidio.

El miracidio es una larva ciliada, que por movimientos activos que se favorecen con ia
accién de fa luz, asi como por accidn enzimatica, desprende et opérculo del huevo y sale
a nadar libremente en busca de! huésped intermediario: el caracol pulmonado, al cual
debera encontrar en menos de 8 horas. Lo penetra a través de 1a piel del pic del caracol y
dentro de este organismo, localiza el hepatopancreas, ahi se introduce y permanece
cubriendo los estadios de esporocisto y de redia.

El esporocisto es una estructura alargada, al momento de penetrar el caraco! et miracidio
pierde sus cilios y précticamente lo que penetra es el esporocisto joven y en su interior se
forman las nuevas estructuras llamadas redias. Las redias son unas estructuras
longitudinales y en su interior generan nuevas estructuras llamadas eercarias. Las
cercarias abandonan al caracol y nadan en el agua ayudados por su cola durante unas 8 a
12 horas, pierden su cola adoptando una forma esférica, se enquistan formando ias
metacercarias, Las metacercarias son las formas infectantes del huésped definitivo,
generalmente se encuentran enquistadas en la vegetacién acuitica sumergida que
normalmente comen los animales, principalmente cuando estdn humedas, ya que la
desecacion mata facilmente a las metacercarias.

Al ingresar al duodeno las mefacercarias se desenquistan liberando al pardsito juvenil
que mediante accién enzimatica y movimientos vigorosos perfora Ja pared intestinal, se
orientan hacia el higado y migran hasta llegar a la capsula de Glisson, la atraviesan y
llegan hasta los conductos biliares para transformarse en aduitos; tiempo después liberan
huevos en la luz del transito biliar, mismos que son arrastrados hasta el duodeno. El ciclo
bioldgico se completa en un periodo de 3 a 4 meses.

El ciclo biolégice de la Fasciola hepatica se esquematiza en la figura 2.1.
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Figura 2.1
Ciclo biolégico de la Fasciola hepatica

1.1.2 Clasificacion

La fascioliasis es una enfermedad de los herbivoros. La especie doméstica mas
susceptible es la ovina, y en segundo témmino la bovina. Se presenta en forma aguda,
subaguda y crénica

En la fase aguda de 1a fascioliasis, el parénquima hepitico se ve invadido por una gran
cantidad de fasciolas jovenes, desarrollindose en forma rdpida una anemia aguda con
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valores de hematécrito entre el 7 y 10% del valor normal, lo cual trae como
consecuencia muertes repentinas sin la aparicién de signos clinicos, ni de la presencia de
huevos en las heces. Estos animales se ven inquietos, nerviosos y aprensivos
permaneciendo mucho tiempo echados. El curso de la enfermedad es corto y la mayoria
de los animales afectados mueren en uno o dos dias.

En la Fascioliasis subaguda, los animales antes de que aparezcan otros signos clinicos
pierden peso, presentan letargo y no son capaces de seguir al resto del rebaiio.
Posteriormente se observa palidez de mucosas, dolor abdominal a la palpacion, edema
submandibular y ascitis en un pequefio nimero de animales. La anemia se desarrolla
gradualmente y es del tipo hemorragico, que termina por ser macrocitica hipocrémica
con una marcada reticulocitosis con valotes del 4 al 20%, esta reticulocitosis se presenta
en animales con un hematocrito menor al 25%. Los animales generalmente sobreviven
una o dos semanas después de los signos clinicos, en ellos algunas fasciolas ya se
encuentran cn estado adulto, por lo tanto los huevos del treméitodo aparecen en las heces.

En ta Fascioliasis cronica los signos clinicos son provocados por los tremétodos en los
conductos biliares, se inicia con la pérdida de peso que se presenta varias semanas
después de la infestacion y es acompafiada de una anemia hemorragica crénica. Los
afectados se encuentran caquecticos, presentan palidez de las mucosas con edema
submandibular y ascitis, anemia macrocitica e hipocromica con un rango de 4 a 20% de
reticulocitosis y hematocrito del 11 al 19%, cosinofilia al principio de la infestacion,
pelo quebradizo y seco, sin presentacion manifiesta de hepatomegalia y sin dolor a la
palpacion o a la percusién. Como la mayoria de las fasciolas se encuentran en estado
adulto, el ndmero de huevos por gramo de heces es superior a 10 mil. Los animales
afectados pueden sobrevivir varias semanas.

La brotes de Fascioliasis aguda se presentan al final del otofio y al principio de la
primavera, mas frecuentemente durante los meses de septiembre, octubre, noviembre y
en animales que se exponen por primera vez a la fascioliasis; esto debido a la gran
ingestion de metacercarias que abundan en el pasto en los meses de agosto y septiembre.
La fascioliasis subaguda se presenta al final del otofio o al principio del invierno, los
signos clinicos en los ovinos aparecen de noviembre a enere. De esta forma los animales
ingieren gran cantidad de metacercarias por un periedo largo sin llegar 2 un nimero
suficiente para producir una fascioliasis aguda. La fascioliasis cronica se presenta de
enero a marzo. En este perfodo del afio la mayoria de las fasciolas ya son adultas.

11.1.3 Diagnéstico

Durante la fase aguda de la fascioliasis no es posible efectuar el diagndstico de
laboratorio por el examen coprolégico, ya que no hay eliminacion de huevos. En
humanos esta fase debe distinguirse de la hepatitis aguda y debe sospecharse que se trata

de fascioliasis por los antecedentes epidemiologicos y la presencia de eosinofilia. En
Syt ray
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animales el diagnostico se basa en la necropsia, mediante la observacion de lesiones
hepéticas y la presencia de pardsitos inmaduros.

El diagnéstico de la fascioliasis cronica s realiza por medio del examen coproldgico y la
observacion de los huevos del parasito. El método mas apropiado es el de sedimentacion.

Para el diagnéstico de la infeccion en cl periodo prepatente (periodo de ingestion de la
metacercaria hasta el desarrollo de la forma adulta) no se podran observar los pardsitos
ni los huevos por encontrarse en migracién y no haber alcanzado la madurez sexual; sin
embargo; con ciertos datos como la eosinofilia elevada, se podria sospechar sobre este
padecimiento. Algunas técnicas empleadas para detectar los huevos en la bilis se emplea
¢l sondeo duodenal, en donde la muestra obtenida se analiza al microscopio en busca de
ios huevos con las caracteristicas morfoldgicas de la Fasciola hepatica, otra técnica para
obtener muestras de contenido duodenal es mediante la cipsula de Beal, que consiste en
hacer llegar al duodeno una cépsula de gelatina sujetada por un hilo especial enrollado
que se va soitando hasta que la capsula llega al sitio deseado; el hile tiene muchos
filamentos y es poroso y absorbe contenido duodenal junto con los huevos de Fasciola
hepatica. Después de una hora se retira el hilo y se exprime sobre un portaobjetos y se
observa al microscopio.

Otras prucbas empleadas para la deteccion en periodo prepatente son las serolégicas”
hemaglutinacién, inmunodifusion, inmunoelectroforesis, contrainmunoelectroforesis,
inmunofluorescencia, aglutinacion en latex, prueba cutdnea de la fasciolicina, fijacidn
del complemento, hematoaglutinacién pasiva, doble difusion en gel y la la técnica de
ELISA, detectando todas estas a los anticuerpos de la Fasciola hepatica a partic de la
segunda o tercera semana después de la infeccion. Las pruebas pueden adolecer de
sensibilidad o especificidad, siendo la mis sensible la de ELISA. Las técnicas
serologicas tanto en el hombre como en los animales en el periodo prepatente tiene la
ventaja de un diagnostico temprano que permitird el tratamiento antes de que €l dafio
hepético resulte demasiado avanzado.

I.1.4 Patologia Clinica

La patogenicidad de la Fasciola hepatica dependerd principalmente del nimero de
metacercarias ingeridas y de su infectividad, asi como también de la respuesta del
huésped y ésta a su vez, puede estar directamente relacionada con la especie animal. De
ahi que la enfermedad pueda tener un curso agudo, subagudo o cronico. En cualquiera de
los casos el 6rgano infectado es €l higado.

En la forma aguda hay hepatomegalia, el higado es friable y con numerosas hemorragias,
aln en el liquido peritoneal. En la forma crénica, la mayor consecuencia es la fibrosis,
que puede ser de dos tipos: fibrosis y colangitis hiperplasica; asimismo, en estos ¢asos se
presenta trombosis en venas hepaticas. Por ditimo, debido a la accion de los tremétodos
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dentro del conducto biliar puede haber calcificacién; con respecto a las proteinas éstas
pueden ser alteradas y por lo tanto presentarse hipoproteinemia.

La infeccién por el tremitodo Fasciola hepatica produce severos cambios
fisiopatoldgicos, que conducirén a los animales a condiciones criticas, caracterizadas por
anemia aunada a la hipoalbuminemia disproteinémica marcada, leucocitocis eosinofilica,
incremento en enzimas como CPK, FAK, GGT, AST, OCT, y frutosadifosfatoaldosa, asi
como discalcemia, dismagnesemia, hipofosfatemia, hiponatremia y desbalance mineral a
escala molecular.

Un aspecto que recientemente comenzd a investigarse en nuestro pais, es el referente a la
presencia de las Fasciola hepatica en pulmén, encontrandose nodulos en forma
elipsoidal que contenian a los trematodos asi como exudado purulento. hemorragias,
atelectasia y enfisema.

I1.11.5 Importancia médica y econdmica

La ocurrencia en humanos'' se ha presentado en forma esporddica o en forma de brotes y
se ha registrado en numerosos paises de América, Europa Africa y Asia. Las epidemias
mds extensas han ocurride en Francia en los afios 1956-57 afectando a cerca de 700
personas con multiples casos agrupados en familias, observandose casos de fascioliasis
en las zonas rurales practicamente cada afio hasta 1979. Ademas de Francia. la infeccion
es comun en Italia, Polonia e Inglaterra, en este altimo pais con un brote de 40 personas
en 1972. La frecuencia de infeccién humana en América Latina se ha subestimado en la
bibliografia parasitolégica, ya que en Cuba se habian registrado 100 casos hasta 1944, en
Chile 82 hasta 1959. Ademds han ocurrido infecciones humanas en Argentina, Uruguay,
Perq, Venezuela, Costa Rica (42 casos en 1978), Puerte Rico, Repiblica Dominicana y
en México,

La infeccién humana es muchas veces subclinica o de sintomatologia muy leve. En un
drea endémica de la Sierra Central del Pert se efectdo un estudio sobre este problema.
Durante 1968 y 1969, se realizaron en 14 comunidades de la provincia de Jauja, 1557
exdmenes coproldgicos en escolares de 7 a 14 afios, y se hallaron huevos del trematodo
en 15.6% de los examinados. En la zona de Atlixco, Puebla se encontrd fascioliasis en
0.6% de la poblacién. En Corozal, Puerto Rico de 110 individuos examinados en 12 se
encontraron huevos de Fasciola hepatica en las heces.

La fascioliasis animal presenta variacion en las tasas de mortalidad de una region a otra.
En las zonas endémicas no es raro encontrar tasas superiores al 50%. Las pérdidas
ocasionadas por Ia fascioliasis hepatica, como las debidas a otras enfermedades crénicas
son dificiles de calcular. Segiin una estimacién, la eficiencia productiva de los bovinos
con infecciones leves mermaria el 8% y en infecciones graves en mas de! 20%. en ovinas
la pérdida en la produccion de lana podria variar entre 20 y 39%.
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La fascioliasis provoca importantes pérdidas econdmicas en muchas partes del mundo.
Estas pérdidas generalmente se clasifican en dos grandes grupos, las pérdidas directas y
las pérdidas indirectas. Las primeras se relacionan con la muerte de los animales a
consecuencia de la migracion de las fases juveniles del pardsito a través del parénquima
hepatico por infestaciones en gran escala; este tipo de pérdidas es comin en ovinos,
sobre todo en los afios en las que las lluvias alcanzan altos indices. Las pérdidas
indirectas se derivan de la accion menos severa del parasito adulto alojade en los
conductos biliares presentando la forma crénica de la enfermedad. Al finalizar ambos
tipos de pérdidas, es facil determinar que las segundas ocasionan sangrias mas severas a
la industria pecuaria, ya que son mas frecuentes, sin embargo son menos notorias y
generalmente no se les da la importancia que realmente tienen. La distribucion de las
pérdidas se clasifica en:

1. Pérdidas por decomiso parcial o total del higado de rastros. La forma adulta del
parasito al alojarse en el higado causa lesiones y puede ser considerado no apto para
el consumoe humano. La pérdida es parcial cuando s6lo una de sus partes estd
afectada y debe ser retirada, y es total cuando éste se encuentra severamente dafiado.

2. Pérdidas por baja produccion y mala calidad de leche. La fascivla  causa severas
lesiones al parénquima hepdtico, y dada la importancia que tiene este 6rgano en los
procesos metabdlicos, encargado de la produccion de proteinas y grasa de la leche, es
obvio que la infestacidn con este parasito interfiera tanto en la cantidad como en la
calidad de la leche producida.

3. Pérdidas por bajas tasas de crecimiento y mala conversidn alimenticia. Los animales
infestados con fasciola sufren de inhibicidn en los indices de conversién alimenticia
y como consecuencia en las ganancias de peso. Esto debido a la irritacion en la pared
intestinal originada por las fasciolas en las fases juveniles durante su migracion al
higado, interfiriendo con la completa absorcion de los alimentos, o bien con el daio
que producern al higado, afectando el metabelismo de los nutrimentos.

4. Pérdidas por baja produccién y mala calidad de lana. Se ha encontrado que hay una
relacién inversa entre el grado de infestacion y la produceidn y calidad de la lana.

5. Pérdidas por trastornos reproductivos. Estas pérdidas pueden ser debidas a malos
indices de concepcion, abortos, mortinatos y animales que nacen ya infestados, con
las consecuencias que esto acarrea.

6. Pérdidas anuales totales. En este punto se agrupan las pérdidas ocasionadas por la
Fasciola hepatica en |a producci6n pecuaria y que se han logrado calcular a lo largo
de un afio por los conceptos mencionados en los puntos 1 al 5.
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I.1.6 Control y tratamiento

El control de la fascioliasis humana se lleva a cabo mediante la abstencién del consumo
del berro silvestre o plantas acuaticas, evitar el empleo de excremenio de ovinos,
bovinos o el empleo de las aguas residuales como abono''. Esta recomendacion es en
especial valida para zonas endémicas. El tratamiento ideal en humanos es el que se usa
en [a amibiasis intestinal aguda, el cual es la dehidroemetina a una dosis de T my/Kg por
dia durante 10 dias.

El control de la infeccién animal se puede realizar en cualquier estadio del desarrollo del
parasito o bien reduciendo el nimero de hospederos intermediarios. Dado que el
tratamiento del huevo, miracidio, cercaria y metacercaria, no tiene sentido por el corto
tiempo de algunas de estas fases (miracidio y cercaria) o por ser poco practico (huevo y
metacercaria), solo se emplean los molusquicidas y fasciolicidas

Los molusquicidas se emplean para eliminar los moluscos, y los mas empleados son las
sales minerales, complejos de coordinacién con metales pesados y productos orgdnicos
alifaticos y aromaticos de cadena corta o larga. Los fasciolicidas son compuestos que
matan a las diferentes especies de fasciolas, son administrados directamente a los
mamiferos y pueden tener efecto contra formas adultas, juveniles o ambas.

Antes de 1938, no existian firmacos Gtiles para el tratamiento de las fascioliasis'>. E!
arsénico y varios productos naturales como la nicotina y el aceite de chenopodium
presentaban una actividad limitada, El descubrimiento de la actividad antihelmintica de
la fenotiazina hizo disponible un compuesto de espectro mederado, a la vez no muy
potente y virtualmente téxico. Los bencimidazoles reportados en 1961, seguidos por el
éxito comercial del tiabendazol, sefialaron una nueva era de firmacos de amplio
espectro, seguridad y efectividad oral. Estudios de estructura-actividad lograron
encontrar otros bencimidazoles mds potentes con actividad expandida a los pardsitos
intestinales y trematodos del higado (ver tabla 2.1). La ventaja del tetramiso! (1965)
seguido por el I-levamisel proporciond una relativa seguridad oral y parenteral lo cual
explica su uso extenso, especialmente en ganado vacuno. El pirantel y et morantel fueron
desarrollados en el mismo periodo y han sido empleados con cierto éxilo en el
tratamiento de infecciones. En 1976 se descubrié la ivermectina como un agente
parasitario de amplio espectro. La ivermectina es muy potente e igualmente efectiva por
via oral y parenteral, también es efectiva en el tratamiento de ectoparasitos. La eficiencia
de los diferentes compuestos empleados en el tratamiento de la fascioliasis se resume en
latabla 2.2

La busqueda de mejores farmacos guiados por estudios de mecanismo de accién y de
bioquimica comparativa continud en muchas instituciones de investigacion ~. Entre los
benzimidazoles mas efectivos en el tratamiente de la fascioliasis, se encuentra el
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albendazol un anilogo en la seriec de los bencimidazoles, el cual presenta un espectro
antihelmintico que incluye al menos a la Fasciola hepatica en estado de madurez
aunque requiere de altas dosis para ejercer su actividad. En épocas recientes se ha
empleado €l triclabendazol que ha sido bien tolerado, con un amplio margen de
seguridad y muy eficaz contra las fasciolas tanto maduras como inmaduras. Este
compuesto presenta una mayor biodisponibilidad que los bencimidazolcarbamatos, y
difiere en su estructura por presentar un grupo metiltio en posicién 2 en lugar del grupo
metilcarbamato, El triclabendazol ha demostrado ser efectivo en ovinos' y bovinos'> con
resuitados altamente satisfactorios.

Los antihelminticos para ¢! tratamiente de infecciones gastrointestinales pueden ser
administrados parenteralmente, oralmente o por inyeccion intraruminal. Se han
empleado una amplia variedad de formulaciones, incluyendo tabletas, liquidos, pastas,
granulos y polvos para la inclusién en alimentos o agua. También se ha considerado
importante contar con formulaciones de liberacion prolongada para proveer control
profilictico durante largo tiempo, pero lnicamente el morantel esta disponible
comercialmente en forma de bolo intrarruminal.

La administracion parenteral por inyeccién, o la administracién oral en forma de tableta,
liquido o pasta son vias adecuadas para su administracion.
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Tabla 2.1
Diversos benzimidazoles desarrollados para el tratamiento de la Fasciolu hepatica

— e .

TIABENDAZOL S

s f ]
CioHaN;S K N
P.M. = 201.26

2-{4-tiazolil)-1H-bencimidazol

Sindnimos: MK-360; Omnizol, Thiaben; Bovizo!; Eprofil;
Equizol; Mintezol; Top Form Wormer, Mertect, Lombristop,
Minzolum, Nemapan, Polival, TBZ, Tecto.

CAMBENDAZOL 5
jgezs
p; N
N
CiaH1aNaO:S {CH3)2CHOQOCNH
P.M. =302.35

S-isopropoxicarbonilamino-2-(4-tiazolil) bencimidazol

Sindnimos: MK-905; Bonlam; Bovicam; Cambenzol;
Cambet; Equiben; Novazol; Noviben,

Cristales con punto de fusién 304-305°C

111

UV max (metanol): 298 nm (g =23 330).Fluorescencia en
solucién dcida: 370 nm (310 nm excitacion)

Solubilidad: méxima solubilidad en agua a pH 2.2:
3.84%; soluble en dimetilformamida; ligeramente
soluble en alcohotes, esteres, hidrocarbonos
clorinados.

Toxicidad: DLsg oralmente en ratones, raras y conejos:

3.6,3.1, > 3.8 mg/Kg

sdlidos blancos cristalinos, olor caracteristico, punte de
fusion 238-240°C.

UV max en selucion HCLO.1 N: 319, 232 nm. { 740,760)

Estable en soluciones dcidas y basicas dentro del rango de
pHde i-12

Solubilidad: soluble en alcohol y dimetilformamida,
ligeramente soluble en acetona; poca soluble en
benceno; muy poco soluble en HC1 0.1 M;
practicamente insoluble en isectano y agua (0.02
mg/mL).

PARBENDAZOL N

Q $ wcooe,
Ci3H19N:0; Catly N
P.M, =247.29.

5-butil-2-bencimidazolcarbamato de metilo.

Sinonimos: SKF 29044; Helmatac; Verminum, Worm Guard
OXIBENDAZOL
Ci2HysNxOs

NH
-NHCOOCH
CH3CH2CH20 N
P.M. =249.27

5-propoxi-2-bencimidazolcarbamato de metilo.

Sindnimos: SKF 30310; Aatelcid EQ; Equitac.
o

Cristales en solucién acuosa de etanol, punto de fusién
225-227°C;

UV max (95% etanol/litro HC1 1 N): 282, 288 nm (g =
16200, 20060).

Solubilidad: pricticamente insoluble en agua.

Toxicidad: DLsp via oral ratones vy ratas > 4 ¢/Kyg

Cristales: punto de fusion 230-230.5°C.
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MEBENDAZOL N
/Q:N}NHCOOCHS Cristales en dcido acético y metanol, punto de fusion:
CyisH N304 CeHsCO 288.5°C.
P.M.=29535

Toxicidad: DLsg por via oral > 80 mg/Kg en borregos ;

5-benzoil-2-bencimidazolcarbamato de metilo.
>40 mg/Kg en ratones, ratas y pollos.

Sindnimos: R 17635; Ovitelmin; Pantelmin; Telmin;
Vermirax; Vermox.

FLUBENDAZOL NH Cristales: punto de fusion 260°C,
HCOOC
r CO,@:N}N Ha Toxicidad: DLsg en ratones, ratas y cerdos guineas: >
CioH12FNFOs 2560 mg/Kg por via oral,
P.M. =313.30

5-(p-fluorobenzoil}-2-bencimidazolcarbamato de metilo.

Sindnimos: R 17889; Flumoxal; Flumoxano; Flubenol;

Flutelmin.
FENBENDAZOL NH Polvo cristalino ligeramente café — grisaceo, olor
>—NHC00CH: caracleristico, punto de fusién 233 °C
N
CysHiaN; 0,8 s Solubilidad: insoluble en agua, nuy soluble en
P.M.=299.35 dimetilsulfoxide.

5-feniltio-2-bencimidazolcarbamato de metilo.

Sindnimos. HOE 88 | v; Panacur.

OXFENDAZOL NH Cristales en cloroformo - metanol punto de fusion 235°C.
}—&Hcoocm
s N Toxicidad: DLjsg en perros, ratas y ratones: > 1600,
CisHiaNx0.8 I >6400, >6400 mg/Kg
P.M.=315.35

5-fenil-sulfinil-2-bencimidazolcarbamato de metilo.

yindnimo: RS 88538; Sinantic; Sistamex
.- -

ALBENDAZOL
RH i . . o
/@[ >—NHCDDCH3 _ Cristales coloridos, punto de fusion 208 - 210°C
CiaHsN30,58 CH3CH2CHaS N
P.M. =265.33

5-propiltio-2-bencimidazolcarbamato de metilo.

Sindnimos; SKF 62279, Valbazen, Zentel.
=

e e — .
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CICLOBENDAZOL NH Cristales en acido acético, punto de fusion 250.5°C
>—NHCOOCH3
C N
CiaH 3N O i
P.M. =259.25 o

5-(ciclopropilcarbonil)- 2-bencimidazolcarbamato de metilo.

Sinonimos: CC-2481: R-17147; Haptocil

TRICLABENDAZOL <l N;_ Cristales blancos, punto de fusién 175°C
SCH
cl o N ? Solubilidad: soluble en 0.01 ppm en agua soluble en
C4HeClLNOS & metanol.

P.M. = 501.80
5-Cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-2-{metiltio}- | H-bencimidazo!l

Toxicidad: DLsp en ratones y ratas via oral > 8000 mg/Kg,
via dérmica > 8000 mg/Kg, en conejos via oral 206

Sinonimos: CGA 89317, Fasinex mg/Kg, DLsp para el sulféxido y sulfona de
triclabendazol en ratas> 5000 mg/Kg

Tabla 2.2
Espectro de efectividad de diferentes firmacos a dosis recomendadas contra Fasciola hepatica en
borregos

e
Farmaco Tiempo de postinfeccién

{en semanas)
1 2 3 4 5 <] 7 3 9 10 11 12 15 4

CCl,, Bromsalans, Hexacloroetano,

Oxiclosenids, Niclofolan, 50.90%|  9199%
Albendazol.

Nitroxinil, Closantel 50-90 % 91-99 %
Rafoxanida, Clorsulon 5090 %] 9199 %
Triclabendazol 9099 % 99-100 %

Diamfenetida _ 91-100 % 50-90 %
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11.1.7 Mecanismo de accion de los bencimidazoles

. e . . - 13-14
Existen tres hipotesis acerca del mecanismo de accion de los bencimidazoles™  :

(1) inhibicién del fumarato reductasa, (2) inhibicidn del transporte de glucosa, (3)
interrupcion de la funcién microtubular. La mayoria de los trabajos recientes sugieren
que la categoria 3 representa el mecanismo primario de accién.

1. Fumarato reductasa

Al adicionar una solucién 107 M de tiabendazo! (TBZ) en homogenados de H. contoritus
se encontrd una completa inhibicidén de la oxidacion de NADH en la presencia de
fumarato. Asi mismo se observo que alrededor del 85 % de la oxidacion de NADH en la
presencia de fumarato es inhibida por 10° M de TBZ en homogenados de una cadena

susceptible de A. contortus"
2. Transporte de glucosa

Al adicionar una solucién de 10° M o 10 M de mebendazol (MBZ), a Ascaris summ y
larvas de Trichinella spiralis, se observé una inhibicion en el transporte de glucosa
dando lugar a una reduccién de las reservas de glucogeno. Sin embargo, otros estudios
indican que inhiben el transporte de glucosa, siendo especifica entre bencimidazoles solo

para mebendazol .

3. Microtubulos

Los microtubulos son los componentes estructurales mayoritarios de las células
eucarioticas y estan constituidas de polipéptidos de a-tubulina y B-tubulina. En la
mayoria de los metazoarios los genes B-tubulina consisten de copias de penes
dispersados a través del genoma. La secuencia B-tubulina se conservan en todas las
células eucaridticas presentando una mayor diferencia en el grupo carboxi terminal.
Aunque se ha observado una homologia muy cercana entre las estructuras $-tubulinas de
los trematodes y de los mamiferos, ambos presentan diferencias en su respuesta a los
inhibidores de la tubulina, en los tremdtodos la unidn de los bencimidazoles a la
B-tubulina es mayor que en los mamiferos’®. Le Jambre demostré en 1988 que los
bencimidazoles unidos a la tubulina de los trematodos altera el equilibrio tubulina-
microtibulo y causa despolimerizacién de los microtibulos'.

Otros estudios sugieren que dada la estructura general de los bencimidazoles €stos
probablemente intervengan con fas reacciones que involucran a los grupos purina.
Cuando los bencimidazoles interactiian con las enzimas metabdlicas en pardsitos, el
efecto letal de los farmacos es debido a que las concentraciones disponibles de AT para
el parasito disminuyen, viéndose comprometida su sobrevivencia dentro del huésped.
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il.2 Triclabendazol como agente fasciolicida

Los agentes fasciolicidas son escasos, algunos de ellos presentan reducido espectro de
accion, baja seguridad, alto costo y sistemas de dosificacién poco funcionales. Los
fasciolicidas mas destacados en México son el triclabendazol (Fasinex, Novartis), y
otros fasciolicidas no relacionados estructuralmente, tales como el closante! {(Flukiver,
Janssen Pharmaceutica), rafoxanide (Ranide, Merck Sharp and Dhome). clorsulon
(fvomec-f Merck Sharp and Dhome) nitroxinil (Trodax, Rone Meriex). neiobimin
(Hapadex, Sheramex), todos ellos de importacion, razén por la cual la fuga de divisas al
igual que los costos del tratamiento se ven incrementados.

El triclabendazol presenta una actividad del 99-100% contra todos los estadios de la
Fasciola spp. La dosis usualmente empleada para la eliminacion de la Fusciola
hepatica en sus formas maduras e inmaduras es de 5-10 mg/Kg en borregos y cabras, y

12 mg/Kg en ganado vacuno®™'**%. El triclabendazol también se ha utilizado con éxito

para el tratamiento de la fascioliasis humana'"'® con una dosis oral Gnica de 10-12
mg/Kg,

A pesar que el triclabendazol tiene poco tiempo de haber sido introducide al mercado
mundial®, existen informes de estudios de farmacocinética cn diferentes especies
animales, encontrandose que después de la administracion oral, el triclabendazol es
biotransformado siendo el sulfoxido y la sulfona los dos metabolitos principales. Mas
del 95% de la cantidad administrada por via oral es eliminada en las heces,
aproximadamente el 2% en la orina y menos del 1% en la leche”,

Después de una administracion oral dos de los metabolitos del triclabendazol: el
sulféxido y la sulfona se han encontrado en mayor proporcién en la sangre y en la leche.
Kinabo y BoganN, encontraron que al tercer dia el sulfoxido presentaba una relacién
1/150 en plasma/leche; sin embargo, la sulfona al sexto dia tan solo presentaba una
relacton 1/20.

Un estudio realizado utilizando el farmaco marcado en borregos y cabras mostrd que
después de una dosis oral de 10 mg/Kg se encontraron concentraciones maximas en
sangre de aproximadamente el equivalente a 15 ppm de triclabendazol entre las 24 y 36
horas disminuyendo a 0.1 ppm a los 10 dias. La eliminacion presenta cinética de primer
orden con una vida media de 22-24 horas. En cabras las concentraciones maximas en
leche se encontraron entre las 8 y 24 horas a 1.79 ppm disminuyendo a Q.12 ppm a los 10
dias.

A los 10 dias se encontraron residuos en los tejidos de los ovinos y los bovinos entre 2.4
y 3% de l!a dosis marcada. Después de una dosis oral de 10 mg/Kg en ovinos y de
12 mg/Kg en bovinos los residuos del triclabendazo! y sus metabolitos son detectables
en musculo, higado y rifion hasta 28 dias después y en grasas hasta por 8 dias (limite de

i
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determinacién: 0.03 mg/Kg). Los valores encontrados en borrepos al dia 28 v en bovinos
al dia 14 estin por debajo de 0.4 mg/Kg tanto en miscule como en los demas tejidos
comestibles. Basados en los estudics de toxicidad sub-cronica disponibles, estas
concentraciones estan consideradas como aceptables para el consumo humano con

. ; - . . 9
periodos de cuarentena de 14 y 28 dias para bovinos y ovinos rf:spc:cuvamemel .

Considerando que los bencimidazoles presentan metabolismo oxidativo cen el higado y
que la Fasciola hepatica se hospeda en este mismo organo, algunos estudios se han
enfocado a determinar como se ven afectados los parametros farmacocinéticos bajo tales
condiciones. Kinabo, et. al.?’ no encontraron diferencias en cabras infectadas y no
infectadas. Sanyal y colaboradores®® administraron diferentes dosis de triclabendazol en
grupos de bufalos con 2 y 10 semanas de infeccion con F. hepatica, cuantificaron los
huevos de fasciola en heces y los parasitos en los higados posterior al estudio de
farmacocinética, resultando que la dosis mas adecuada es de 24 mg/Kg para los parasitos
maduros e inmaduros, debido principalmente a que la actividad enzimatica del higado se
ve reducida por la presencia del parasito.

Se han reportado diferencias en los parametros farmacocinéticos entre bovinos, ovinos,
. . . - T U]
caprinos y equinos, atribuibles basicamente a disimilitudes anatémicas™ .

El triclabendazol, a diferencia de los otros bencimidazoles, presenta una extensa unidn a
proteinas, Mohammed y col. reportan una unidén mayor al 99% a concentraciones de 6,
9, 12, 22 y 30 pg/mL. Hennessy v col.?2 por otro fado, encontraron que se une a la
albimina y es lentamente ltberado del higado, la unidn no es covalente por que los

metabolitos pueden ser ficilmente disociados por disolventes orginicos como la
23 .
acetona™.

La eficiencia y e! espectro de actividad de los bencimidazoles estd determinada
principalmente por el tiempo que los pardsitos estan expuestos al farmaco ™, Hennessy
propuso que la concentracion minima tdxica para los pardsitos es la mitad de la
concentracion maxima, obtenida después de la administracion de una dosis terapéutica y
para optimos resultados esta debe ser mantenida el mayor tiempo posiblem.

En las tablas 2.3 y 2.4 se resumen los pardmetros farmacocinéticos de los metabolitos del
triclabendazo! en diferentes especies aninales.

Existen reportes en la literatura indicando que los bencimidazoles presentan un
mecanismo de accion similar’ | y que las diferencias en su eficacia contra diferentes
grupos de pardsitos, se deben probablemente a diferencias en su biodisponibilidad. Los
antihelminticos mas potentes de este grupo son los que presentan velocidades de
absorcion y de eliminacién lentas 4. Asi mismo las diferencias en la eficacia se han
atribuido: in vive a las diferencias en la farmacocinética en los huéspedes e in vitro a la
solubilidad acuosa y por consiguiente a su absorcion en el medio de cultivo. Asi por
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ejemplo, en rumiantes farmacos como el tiabendazol y el cambendazol que son
altamente solubles en el rumen, tienden a ser bien absorbidos y tienen una vida media de
eliminacién mas corta, que los bencimidazoles menos solubles. Los firmacos menos
solubles permanecen en el plasma por periodos mas prolongados, y asumiendo que
existe un equilibrio entre el plasma y el tracto gastrointestinal, el periodo de tiempo
durante el cual el pardsito se encuentra expuesto a concentraciones efectivas sc ve
incrementado. Sin embargo, en el caso extremo de firmacos con muy baja solubilidad,
estos son menos efectivos por presentar una baja absorcion y por lo tanto son excretados
inalterados en las heces, como lo es el caso del oxfendazol cuyos valores de solubilidad
son de 0.006, 0.003 y 0.044 mg/mL a pH de 7.4, 6.0 y 2.2. La solubilidad no es el dnico
parametro que afecta la biodisponibilidad y los bencimidazoles pueden ser extensamente
metabolizados y excretados en el tracto gastrointestinal, presentando por lo tanto bajas
concentraciones en plasma, este es el caso del parbendazol que tiene baja solubilidad,
siendo ademas extensamente metabolizado en el rumen por lo que presenta bajas
concentraciones en plasma {< 0.08 pg/mL).
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.3 aBIOF10 como agente fasciolicida

Dado gue los estudios de relacidn estructura quimica - actividad farmacol6gica muestran
que se requiere un anillo benzimidazolico, y e! grupo metiltio en posicion 2 para ia
actividad fasciolicida, los sustituyentes en posicién 5 y 6 son importantes pero no
esenciales, por lo tanto estas posiciones podrian set sustituido por otros grupos teniendo
un comportamiento electrénico similar. Como parte de un programa de sintesis de
nueves compuestos antihelminticos, y con el fin de obtener una mayor informacion
acerca de tos requerimientos estructurales para ia actividad antihelmintica, asi como para
ofrecer una alternativa nacional en el tratamiento de la fascioliasis, en ¢l departamento
de Farmacia de la Facultad de Quimica, UNAM, se sintetizd una serie de compuestos
analogos al triclabendazol, entre ellos el 6-cloro-3-(2-naftiloxi)-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol (aBIOF10). En este compuesto el prupo 1,2-diclorofenoxi del
triclabendazol fue sustituido por un equivalente isostérico, el grupo 1 naftiloxi.

El aBHOF10 fue evaluado contra Fusciola hepatica in vitro ¢ in vivo en el Instituto de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) plantel Cuernavaca, Morelos.
Los resultados fueron los siguientes:

La actividad in vitro se evalud frente a metacercarias recién desenquistadas utilizando
concentraciones de 0.37, 1.1, 3.3, 10 y 50 ug/mL del compuesto aBIOF10; después de
un periodo de 4 dias de exposicién se contabilizaron las metacercarias. los resultados
fueron contrastados con respecto a un grupo control. Los resultados de este estudio se
muesiran en la tabla 2.5.

Tabla 2.5
Actividad biolégica in vitro del compuesto aBIOF10

Disminucion de metacercarias de Fasciola hepatica (%)

0.37 pg/mL 1.1 pg/mL 3.3 pg/mL 10 pg/mL 50 pg/mL
0.0 0.0 77.5 100.0 100.0

La evaluacién in vivo se realizd en dos experimentos. En la primera evaluacion 27
borregos crossbreed fueron infectados con 150-metacercarias cada uno; 10 semanas
después de la infeccidn, los borregos fueron divididos al azar en 3 grupos de 9 animales
cada uno; a los grupos 1 y 2 se les administrd por via oral el fairmaco puro a dosis de 10
y 15 mg/Kg respectivamente y el grupo 3 fue el control. Dos semanas después det
tratamiento, los animales fueron sacrificades y los parasitos fueron retirados del higado y
contabilizados. La eficacia se determind como el porcentaje de duelas eliminadas en
comparacion con el grupo control, los resultados obtenidos se observan en la tabla 2.6.
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Tabla 2.6
Actividad bioldgica del aBIOF 10 puro en borregos

Disminucién de Fasciola hepatica (%)

mg/Kg Adultos (10 semanas) Jovenes (4 semanas)
10 80.6 82.2
15 86.9 §7.2

En un segundo experimento se infectaron 25 borregos crossbreed con 200 metacercarias
cada uno; 50 dias después los animales fueron reinfectados con 100 metacercarias.
Cuatro semanas posteriores a la reinfeccién, los animales fueron divididos en 5 grupos
de 5 animales cada uno. Los grupos 1 at 4 fueron tratados con el compuesto «BIOF10 a
una dosis de |5 mg/Kg. En esta ocasién se probaron 4 diferentes formulaciones para
cada grupo, el grupo 5 fue mantenido como grupo control sin recibir formulacion alguna.
Los animales fueron sacrificados 15 dias después del tratamiento y el porciento de
reduccion fue obtenido al contar las duelas adultas (12 semanas) y las duelas jévenes (4
semanas) en los higados. Los resultados de estos experimentos se presentan en la tabla
27

Con base en estos resultados se puede observar que in vitre e in vive el aBIOF10 es muy
aclivo y es capaz de causar lisis en metacercarias. Al evaluar los ensayos in vivo se
encontrd que las formulaciones A y B presentan mayor actividad contra fasciolas en
estado maduro e inmaduro. En términos generales se concluyé que a dosis de 15 mg/Kg
el nuevo compuesto es tan efectivo como el triclabendazol presentando una respuesta de
100% tanto sobre fasciolas maduras ([0 semanas) como en las inmaduras (4 semanas),
Esta observacion hace supener que el aBIOF10 es un agente promisorio en el
tratamiento de la fascioliasis, presentando mayor eficacia que la Rafoxanida, que tan
s6lo es activa contra las fasciolas adultas con 10-12 semanas o la Diamfetanida tan sélo
contra fasciolay inmaduras (2 semanas).

Estos resultados llevan a recomendar el continuar con los estudios de Fase I para el
desarrollo de nuevos medicamentos. Qrganismos internacionales de regulacién como ta
FDA* y el Japanese Ministry of Health and Welfare“, solicitan para su registro
estudios de farmacocinética en diferentes especies animales, en este caso se selecciond
como medelo animal al borrego por ser ta especie animal que se ve afectada en mayor
magnitud a nivel mundial.
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Tabla 2.7
Actividad biolégica in vive del aBIOF10

Grupo  Formulacién % reduccion de duelas
al5mg/Kg

el S

4 semanas de Eosinfeccic’m

1 A 100
2 B 100
3 H,0 0.0
11 semanas de posinfeccion
1 A 100
2 B 100
3 C 924
4 D 77.0
5 H,0 0.0

1.4 Propiedades del aBIOF10

Poco se conoce en la actualidad acerca de las propiedades del aBIOF10. se sabe que es
un polvo blanco cristalino con ligero olor caracteristico. Su formula condensada es

CgH;CIN,0S. Su formula desarrollada es:

H
0 N

e
Cl N

Su nombre cientifico es el 6-cloro-5-(2-naftiloxi)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol. tiene un
peso molecular de: 340.86 g/mol y un punto de fusion de 171-179° C.
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.41 Determinacion de las propiedades fisicoquimicas

I1.1.1 pKa

Reactivos y equipo

» aBIOF10 100 % pureza, sintetizado en el laboratorio 122 del Departamento de
Farmacia de la Divisién de Estudios de Posgrado, Facultad de Quimica, UNAM.
Soluciones de HCI 0.01M y NaCl 0.01 M con valores de pH de 1.0, 1.2, 1.4, 1.6,
1.8,20y2.2

Soluciones amortiguadoras de fosfatos 0.01 M pH de 2.4, 2.6, 3.0, 3.4, 3.8, 4.2, 4.6,
50,54,58,62,66y70

Soluciones calibradoras de pH conocido marca Merck

Potenciémetro pH/ISEmeter modelo 710A

Balanza analitica OHAUS modelo Analytical Plus

Agitador con termostato ENDOCAL modelo RTE-110 NESLAB

Espectrofotometro de Ameglo de Fotodiodos Hewlett-Packard modelo 8452A con
celda de agitacion y control de temperatura

s Celdas de cuarzo de | cm de didmetro

« Programa HP89532A General Scanning Software

¢ Computadora Delta 486AT

Procedimiento

La determinacion del pKa se realizé de acuerdo al método reportado por Albert y
Serjeanl}S y se llevd a cabo de la siguiente manera:

Se obtuvieron los espectros de absorcién de las soluciones del “aBIOF10” a pH
entre 1.0 a 7.0 a 37°C, ajustando la linea base con las misma solucion amortiguadora
en la que se llevé a cabo las disolucion. Cada determinacién se realizé por triplicado.

Una vez obtenidos los espectros, se selecciond la longitud de onda analitica y se
determinaron los valores de absorbancia del ¢BIOF 10 para posteriormente proceder
a calcular el pKa.

l.1.2 Solubilidad

Reactivos y equipo

e aBIOF10 100 % pureza, sintetizado en el laboratorio 122 del Departamento de
Farmacia de la Division de Estudios de Posgrade, Facultad de Quimica, UNAM.

» Filtros de 0.45 pm tamafio de poro

o Espectrofotométro Beckman DUGE

¢ Balanza analitica OHAUS modelo 7125

e Solucicnes amortiguadoras de fosfatos 0.1 M pH de 1.3, 22,6074

s NaOH 0.1 N, HC| 0.iN, Propilenglicol, Acetonitrilo, acetana, hexano, metanol y
dimetilsulfoxido.
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Procedimiento

La solubilidad del aBIOF10 se determind por el método de Yalkowski’® ™. para esto
se colocaron 10 mL del disolvente en un tubo de ensayo con tapdn de rosca y se
adiciond el aBIOF10 en exceso, hasta formar una solucion sobresaturada. Los tubos
se sellaron y sometieron a agitacion a 37°C por 24 horas. La solucion en equilibrio se
filtré a través de un filtro de 0.45 pm. La primera porcion del filtrado se descartd
para asegurar la saturacidn de! filtro y la porcion remanente del tilirado se utilizd
para su cuantificacién por espectrofotometria realizando el estudio por triplicado. Se
prepararon curvas de calibracion en cada uno de los disolventes y se interpolaron las
absorbancias para determinar las concentraciones del aBIOF10.

l11.1.3 Coeficiente de particion

Reactivos y equipo

o aBIOFI0 100 % pureza, sintetizado en el laboratorio 122 del Departamento de
Farmacia de la Division de Estudios de Posgrado, Facultad de Quimica. UNAM.

» Octanol R. A. Baker lote C24J8356

« Balanza analitica OHAUS modelo 7125

* Espectrofotométro Beckman DUG8

* Centrifuga Eppendorff modelo 5416

Procedimiento

La determinacion del coeficiente de particidn se realiz6 empleando la técnica de
Yalkowski y Nielsen 37'39, se prepard una solucién de aBIOF10Q en octano!l a una
concentracion de 0.1 mM, a partir de la cual se obtuvo una curva de calibracién con
las siguientes concentraciones 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.1 mM. La longitud de onda
de maxima absorcion para el aBIOFi0 en octanol se determiné a pariir de la
solucidn 0.04 mM, la cual fue de 300 nm.

Primeramente se saturd la fase acuosa, la cual se prepard agitando un exceso de
octanol con el agua por espacio de | hora. Una vez en el equilibrio, |a fase acuosa se
separd de la orgénica, y esta ultima se desecho. Posteriormente se preparé una
disolucion de «BIOF10 en octanol a una concentracion de 0.04 mM. y se le adiciond
el agua saturada en octanol. La mezcla se agito durante una hora y se separd por
gravedad, después se centrifugd a 1500 r.p.m. durante 15 min.

La cuantificacion del aBIOF10 se realizé interpolando la respuesta en absorbancia
en la curva de calibracion. Los datos experimentales se aplicaron en la siguiente

ccuacion:
e
N Cw Vo

de donde Ci y Cw representan la cancentracion del soluto en la fase organica antes y
después de la distribucion; respectivamente, Vw representa el volumen de la fase
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acuosa y Vo el volumen de la fase orgénica. La determinacion del coeficiente de
reparto se realizé por triplicado, utilizando en cada caso un blanco.

Desarrolio de un método analitico para la cuantificacion del
oBIOF10 en fluidos bioldgicos

Considerando que el oBIOF10 es un compuesto nuevo del cual no existe
informacién acerca de la metodologia para su cuantificacién, el siguiente paso fue
desarrollar un método por CLAR para su cuantificacion en plasma y orina.

Reactivos y equipo
« oBIOF10 100 % pureza, sintetizado en el laboratorio 122 del Departamento de
Farmacia de la Division de Estudios de Posgrado, Facultad de Quimica, UNAM.
» Columna pBondapak Cg, 10 micras, de 300 x 3.9 mm Waters
» Columna pBondapak Cyg Ciano, 10 micras, de 300 x 3.9 mm Haters
¢ Columna Nucleosil Cg, 5 micras, de 250 x 4.6 mm Macherey-Nage!
e Columna Ciano - Fase Normal, 10 micras, de 300 x 3.9 mm Waters
» Columna NH; - Fase Normal, 10 micras, de 300 x 3.9 mm Waters
e Metanol. Mallinckrodt grado cromatégrafico
« Acetonitrilo, Mailinckredt grado cromatdgrafico
e Agua HPLC
¢ Baifio de ultrasonido Branson, modelo 5210
+ Balanza analitica QHAUS, modelo AS200
¢ Cromatografo de liquidos Waters equipado con:
Bomba modelo M43
Inyector manual Reodyne modelo 7125
Detector de UV de arreglo de diodos modelo 991

i11.2.1 Preparacion de la solucion de prueba del aBIOF10 para el

desarrollo el método

Pesar con exactitud una cantidad equivalente a 5 mg del aBIOFI10. transterirlos
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 25 mL, disolver en 10 mL de metano!
RA y someterlo a bafio de ultrasonido por 10 minutos. Dejar enfriar a temperatura
ambiente y llevar a volumen con el mismo disolvente. Tomar una alicuota de | mL y
llevar a un volumen de 10 mL con metanol RA. Se obtiene una concentracion final
de 20 pg/mL (solucion de trabajo del aBIOF1().

[11.2.2 Seleccion de la fase estacionaria y la fase movil

Empleando el paquete estadistico Statgrafics™, se realizé un diseiio de experimentos
por el método Simplex para la seleccionar la columna cromatografica mas adecuada
que permitiera obtener un tiempo de corrida relativamente corto para el aBIOF190,
eligiendo el tiempo de retencidn (Tr) como variable de respuesta y como variables
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independientes la polaridad de la columna y de la fase mévil. En la tabla 3.1 se
muestran las condiciones experimentales propuestas y las cuales fueron utilizadas
durante el estudio. Simultaneamente se determiné la longitud de onda de méxima
absorbancia empleando el detector de arreglo de diodos. En cada corrida se
inyectaron 25 L. de la solucidn de trabajo del aBIOF!0.

Tabla 3.1

Disefio de experimentos para seleccionar la fase estacionaria

Fase estacionaria Fase mévil Fglﬁtor respuesta
columna polaridad disolventes polandad Tr
C)g ciano 0 MeOH 100% H
NHa FN 1 ACN:H;0 (95:5) -1
C,3 ciano 0 ACN 100% -1.41
CN FN 1.41 MeOH 100% 0
Cs -1 Hy0:ACN (95:5) 1
Cis -1.41 MeOH 100% 0
Cy -1 ACN:H,0 (95:5) -1
NH; FN 1 H0:ACN (95:5) 1
C,g ciano 0 H,0 100% 1.41
C,g ciano 0 MeOH 100% 0

FN = fase normal

Una vez seleccionada la columna se utilizé un disefiv de experimentos para
seleccionar la polaridad de la fase mévil que produjera un tiempo de retencion
adecuado. En este caso [a variable independiente fue ta polaridad de la fasc movil y
los parametros de respuesta a evaluar fueron el tiempo de retencidn y la simetria. En
la tabla 3.2 se observan las condiciones experimentales evaluadas. Los limites
establecidos fueron de 0 a 1. En cada caso se inyectaron 25 ul de la solucion de
trabajo del aBIOF10.

Basindose en los resultados obtenidos en el disefio anterior y con el fin de aumentar
la superficie de respuesta mediante el proceso de optimizacién Simplex, se evalud la
proporcion de los disolventes de la fase mévil ideal para obtener un tiempo de
analisis corto y una simetria de 1.0. Los limites establecidos fueron para el agua de
0.1 a 0.3, para el metanol de 0.4 a 0.7 y para el acetonitrilo de 0.1 a 0.3, segin se
muestra en la tabla 3.3.
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Tabla 3.2
e DiSe0 eXperimental para b2 selecct O e e e
Fase mévil (Proporcién) Factor respuesta
H,0 MeOH ACN Tr Simetria
0.33 0.33 033
1.0 0.0 0.0
0.15 0.15 0.7
0.0 0.5 0.5
1.0 0.0 0.0
0.5 0.5 0.0
0.7 0.15 0.15
0.0 0.0 1.0
0.15 0.7 0.15
0.0 1.0 6.0
0.5 0.0 0.5 o
Tabla 3.3

Disefio experimental para la seleccion de la fase movil.

Aumento de la suErﬁcie de resEuesta

Fase movil (Proporcidn) Factor respuesta

H;O MeOQH ACN Tr Simetria
0.1 0.7 0.2

03 0.4 03

0.2 0.7 0.1
0.15 0.55 0.3

03 0.55 0.15

0.25 0.5 0.25

02 0.6 0.2

03 0.4 03 L
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.3 Método analitico para la cuantificacion del aBIOF10 y el
sulféxido de aBIOF10 en plasma y orina de borrego

Reactivos y equipo

» aBIOFi0 y sulféxido de «BIOF10 (SOaBIOF10) 100 % pureza, sintetizados en el
laboratorio 122 del Departamento de Farmacia de la Division de Estudios de
Posgrado, Facuiltad de Quimica, UNAM.

» Sulféxido de albendazol (SOAlb), Smith-Kline and Beecham Pharmaceuticals

« Metanol grado cromatografico. Mallinckrodt

s Acetonitrilo grado cromatografico, Mallinckrodt

» Agua bidestilada y desionizada

» Metanol grado R. A., Baker

» Plasma y orina de borrego donado por el INIFAP - Plantel Cuernavaca

» Cromatégrafo de liquidos Shimadzu equipado con bomba modelo LCLOAS,
inyector automatico modelo SCL10A, detector de UV longitud de onda variable,
modelo SPD10AV, controlador maestro modelo SIL10A.

e Columna pBondapak C18, 10 micras, de 300 x 3.9 mm Walers

+ Baiio de ultrasonido modelo 5210, Branson

= Bafio de agua Lab-line modelo Imperial [V

« Balanza analitica modelo 7125, OHAUS

o Cartuchos de extraccion en fase solida, C;g Waters

» Manifold para extraccion en fase sdlida

Lavado del material

El material empleado fue lavado con detergente, enjuagade con abundante agua
destilada y sumergido durante 12 horas en una solucién de dcido nitrico diluido
(10%). Finalmente se enjuagd con agua grado HPLC y se secd antes de ser usado.

I1.3.1 Condiciones cromatégraficas

De acuerdo a los resultados obtenidos las condiciones cromatdgraticas utilizadas
fueron las siguientes:

Columna pBondapak Cig, 10 micras, 300 x 3.9 mm., Waters

Fase mdvil metanol, acetonitrilo y agua HPLC 40: 30: 30

Velocidad de flujo de 1.0 mL/min.

Presion aproximada de 140 Kg/cmz

Temperatura ambiente

Tiempo de comda de 14 min.

Longitud de onda 304 nm

Volumen de inyeccion 20 ub

¥ K XX K XXX

La fase mévil se desgasifico en bafio de ultrasonido y con vacio durante 15 minutos.
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l1.3.2 Preparacion de la curva de ¢alibracion en fluidos biologicos

Solucion patrdn del estandar de referencia del oBIOFI0 y del
SOaBIOF10

Pesar con exactitud una cantidad equivalente a 2.5 myg del patron referencia del
oBIOF10 y 2.5 mg del SOaBIOF10, transferirlos cuantitativamente a un matraz
volumétrico de 5 ml, disolver en metanol HPLC y someterlo a bafio de ultrasonide
por 10 minutos, dejar enfriar a temperatura ambiente y llevar a volumen con el
mismo disolvente. Se obtiene una concentracion final de 500 pg/mL (solucién
patrén del aBIOFI0 y del SOaBIOF!0), una alicuota de 0.5 mL de la solucion
patron de aBIOF10 y del SOoBIOF10 en metano!, se transfiere cuantitativamente a
un matraz volumétrice de 10 mL, llevar a volumen con plasma u orina de borrego
{solucion de trabajo: 25 pg/mL).

Solucion patrén del estandar interno

Pesar el equivalente a 1.5 mg del SOAIb, transferir cuantitativamente a un matraz
volumétrico de 10 mL, disolver en metanol HPLC y someterlo a bafio de ultrasonido
por 10 minutos, dejar enfriar a temperatura ambiente y llevar a volumen con el
mismo disclvente. Se obtiene una concentracidn. final de 150 pg/mL (sofucidn
puatron del estdndar interno).

Curva de calibracion

A partit de la solucion de trabajo de oBIOF10 y de SOaBIOFI0 a una
concentracion de 25 pg/mL, se realizaron diluciones sucesivas para obtener los
estindares correspondientes a ta curva de calibracion. En la figura 3.1 se muestra el
procedimiento empleado para la preparacion de la curva de calibracion.
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0.5 mL de solucién patrdn de
aBIOF10 y SO oBIOF10

llevar a 10 mL con
plasma u orina
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¥
estandar 0 3mlL estdndar 0 + estandar 1
25 pgimlL ImL ptasma v onna 12,5 pgimL
3mL estandar 1 +
3mbL plasma u orina
estdndar 2 Ami estdndar 2 + estandar 3 ’
6.25 pg/mL 3 mL plasma u arina 312 pg/mL :
3mlL purto 3 + J
l 4mL plasmau orina
tandar 4 3mL estandar 4 + estandar 5 i
1.56 pgimk 3 mL plasma u orina 0.78 pg/mL i
3mL estandar 5+ _I
3 mL plasma v orina
3
estandar 6 3mL estindar § + estandar 7
0.39 pgfmL 3L plasma uorina 0.19 pgimL

Preparacion de la curva de calibracion del aBIOF10 y SOxBIOFi0 en fluides biologicos.

I11.3.3 Procedimiento

En un tubo de ensaye de 10 mL con tapdn de rosca, colocar 3 mL de la matriz
biologica (plasma u orina), adicionar 150 pL de la solucidn patron de estandar
interno (SOALb, 150pug/mL). Agitar el tubo durante 30 seg. en un agitador mecanico
tipo Vortex, tomar una alicuota de 2 mL y transferirio a un cartucho de extraccion en
fase sélida Sep-Pak ®C s (previamente activado con 5 mL de metanol y 4 mL de
agua HPLC), el cual se lava con 20 mL de agua HPLC. El aBIOF10, el S0aBIOF10
y ¢l SOAIDb son eluidos de! cartucho con 3 mL de metanol R.A. recibiéndolos en un
tubo para después evaporar a sequedad en bafio de agua a 40°C y bajo corriente de
nitrégeno. El residuo se reconstituye con 0.5 mL de metanol HPLC inyectando
20 L al cromatégrafo de liquidos bajo las condiciones descritas en la seccién I11.3.1

En la figura 3.2 se presenta la secuencia det método de extraceién.

Figura 3.1
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150 pl disolucion stock de
[ 3 mt de nuido biciégico | estandar inlemno
l l I
l Agitar en vorlex durante 30 8.
Activar ef cartucho Sep-Pak
Cyg con 5 mL de melanol y 4 1
mlL de agua HELC
L Colocar 2 mL de Ruido
biologico en &l carucho
Laver con 20 mL de Eluir con 3 mL de
agua HPLC metanci R. A.
J
Evapocar a sequadadl #r con 0.5 mL
con Ny a40°C de metancl HPLC
Inyectar 20 pL al
cromatégrato
Figura 3.2
Esquema del método de extraccién empleado para el aBIOF10 y SOaBIOF10 en fluidos
biolégicos.

Il.4 Validacion

La validacién del método en plasma y orina de borrego se realizdé tomando como
. oy d0-43 s o S .
base las guias oficiales y consistid en la evaluacion de los siguientes parametros:

11.4.1 Especificidad

Dado que el estudio se llevaria a cabo en borregos y que éstos se encuentran bajo
regimenes alimenticios controlados y libre de medicacion, la especificidad del
método se determind evaluando la no interferencia de la matriz bioldgica (plasma y
orina de borrego) en la cuantificacion del aBIOF10, el SOaBIOF10 y el estandar
interno, el sulfoxido de albendazol. La prueba se efectud analizando, bajo el método
propuesto el fluido bioldgico de 3 borregos y se determind si se presentaban
interferencias en Ia region cromatdgrafica de los analitos de interes.
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111.4.2 Linealidad

El intervalo de trabajo en plasma y en orina de borrego se fijé entre 0.19 y
12.5 pg/mL. Para su caracterizacion se prepard una curva de calibracion en el fluido
biologico bajo estudio a concentraciones de 0.19, 0.39, 0.78, 1.56, 3.12, 6.25
y 12.5 pg/mL tanto para el BIQF10 como para el SOaBIOF10.

A cada curva se le realizd un analisis de minimos cuadrados, tomando a la
concentracién como variable “X” y la respuesta (altura relativa del principio activo
de interés respecto al estandar interno) como variable “Y”,

La evaluacion de la funcién respuesta consistid en la verificaciéon de la consistencia
de las curvas generadas durante dos dias y del coeficiente de determinacion de la
recta generada, el cual no deberia ser menor a 0.98.

l1.4.3 Exactitud y Precision

La Precision se evalud en dos etapas, precision interdia y precision intradia. Para este
fin, se emplearon los mismos estandares de la curva de calibracion para ambos
analitos y en los dos fluidos biolégicos, las cuales se procesaron por triplicado
durante dos dias para la precision interdia y por triplicado en un solo dia para la
precision intradia.

Para la precisidon interdia se obtuvo el promedio, la desviacion estindar y el
coeficiente de variacién en los diferentes dias que durd el experimento, tomdndose
como criterio que el coeficiente de variacidn fuera menor al 15% (menor de 20% en
la CMC).

Para la precisién intradia, se determiné el promedio, la desviacién estindar y el
coeficiente de variacion de todas las muestras de este experimento, tomandose como
criterio que el coeficiente de variacion fuera menor al 15% (menor de 20% en la
CMC),

La exactitud se evalud como la prueba de eficiencia de extraccicn, la cual se realizo
preparando los estindares de aBIOF10 y SOaBIOF10 en el fluido biologico y en
metanol, ambos a las mismas concentraciones que en la curva patrdn por triplicado.

El recobro absoluto se obtuvo al comparar el promedio (3 curvas = intradia y 6
curvas = interdia) de la respuesta de cada concentracién obtenida de cada analito
entre la respuesta del estindar interno en el fluido biolégico contra la
correspondiente en metanol. La relacidn se expreséd en porcentaje de extraccion.

Se evalud que el promedio de la concentracién interpolada en ambos experimentos
de precision no se alejara mas del 15% de las concentraciones adicionadas (menor de
20% en la CMC).
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111.4.4 Limite de Cuantificacién (CMC) y Limite de Deteccion (CMD)

Se estableci6 haciendo diluciones sucesivas de la concentracién de 0.19 pg/mL para
ambos compuestos y analizindolas mediante el método propuesto, buscando obtener
fa dilucién que produjera una sefial 10 veces a la sefal del ruido para la
determinacién del limite de cuantificacion (CMC) y 3 veces para el limite de
deteccion (CMD), las cuales debian haber cumplido con el criterio de 20% para la
exactitud y precision.

ll.4.5 Estabilidad

La evaluacién de la estabilidad se llevd a cabo de la siguiente manera:
e Estabilidad de la muestra a corto plazo.

Se prepararon muestras de plasma y orina adicionadas de aBIOF10 o SOaBIOF10
segin el caso; se procesaron por triplicado a cada concentracién (de 0.19, 1.56 y
12.5 pg/mL) y se realizé la extraccién a las 0, 3 y 6 horas después de haber sido
descongeladas. La cuantificacion se realizdé contra una curva patrdn preparada el
mismo dia.

« Estabilidad a ciclos de congelacion - descongelacidn.

Las muestras para el analisis de la precision intradia se almacenaron y se sometieron
a 3 ciclos de congelacién - descongelacion (-20°C/T.A.) de 24 horas cada uno. Al
final de este periodo, se procesaron por triplicado a cada concentracion y se
cuantificaron contra una curva patrén preparada el mismo dia. La concentracion
promedio obtenida, se comparé contra la obtenida a tiempo cero.

« Estabilidad de la muestra a largo plazo en condiciones de almacenamiento a -20°C.

Se prepararon muestras de plasma u orina adicionada de aBIOF10 o S0aBIOF10
seglin ¢l caso; se procesaron por triplicado cada concentracion a los 15,30,45 y
90 dias, se cuantificaron interpolando la relacién de altura obtenida con respecto 2
una curva patrén preparada el mismo dia del andlisis, evaludndose la consistencia de
resultados a través del tiempo.

Las muestras se consideraron estables si cumplian con los criterios de precision y
exactitud.
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lI.5 Estudio de Farmacocinética eﬁ borregos

l.5.1 Etapal. Estudio preliminar

Este estudio se realizo con ¢l fin de determinar si el compuesto aBIOF10 se absorbia
por via oral asi como para evaluar la adecuabilidad del método analitico desarrollado
para la cuantificacién del aBIOF10 y sus metabolitos.

Reactivos y equipo

¢ Tubos heparinizados de 10 mL (Vacutainer, 143 unidades de heparina sédica/tubo,
lote M 1287).

» Tubos con tapdn de rosca con una gota de tolueno.

* Agujas estériles para vacio Vacutainer

Bolsas de polietileno para la recoleccion de orina

Probeta de vidrio de 1000 mL

Centrifuga

Congelador a -20°C

Formulacion administrada

aBIOF10 suspension, conteniendo 5 g del aBIOF10 por cada 100 mL. Formulacion
desarroflada en el Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica de la Facultad de
Quimica, UNAM. (Apéndice A).

Sujetos de estudio

Se selecciond 1 borrego macho pelibuey con peso de 40 Kg (Apéndice B). El animal
se encontraba en buen estado de salud y no se le habia administrado ninglin otro
medicamento por lo menos | mes antes del estudio. Ei borrego se mantuvo en
corrales acondicionados para estancias cortas de animales de mediana talla. El
protocolo disefiado para la realizacidn del estudio fue aprobade por el comité de
investigacién del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y
Pecuarias {INIFAP) plantel Cuernavaca, lugar en donde se desarrollé el estudio.

Disefio del experimento
El borrego recibié una dosis oral de 15 mg/Kg de peso de aBIOF10. El animal se
mantuvo en ayuno durante 12 horas antes del estudio y hasta que transcurrieron 4.0 h
después de la administracion de la suspension, la ingesta de agua fue de 1 L cada
hora durante las primeras cuatro horas posterior a la administracién y después del
desayuno la ingesta de agua fue ad libitum.

Horario de toma de muestra y su conservacion
Muestras de plasma

Se colectaron muestras de 8-10 mL de sangre de la vena yugular en tubos Vacutainer
heparinizados. Las muestras sanguineas se tomaron a los siguientes tiempos: justo
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antes de la administracién (blanco), 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36, 48, 72, 96,
102, 144 y 168 horas.

Las muestras fueron centrifugadas a 3000 r.p.m. durante 15 min. El plasma se
transfirié a tubos de vidrio limpios, y etiquetados. Todas las muestras se congelaron
sin conservadores y se guardaron a —20°C hasta su analisis.

Muestras de orina

Se colectd el total de la orina eliminada correspondiente a cada tiempo de muestreo,
se anot6 el volumen total y posteriormente se tomaron muestras de 10 mL en tubos
con tapon de rosca a los cuales se les habia adicionado una gota de tolueno como
conservador. E] horario de muestreo fue el siguiente: antes de la administracion
(blanco), 0-4, 4-8, 8-24, 24-32, 32-48, 48-72, 72-96, 96-120, 120-144 y 144-168
horas después de la admintstracion.

Las muestras fueron centrifugadas a 3000 r.p.m. durante {5 min. La orina se
transfirié a tubos de vidrio limpios y etiquetados. Todas las muestras se congelaron a
-20°C hasta su analisis.

11.5.2 Etapa H. Estudio de farmacocinética

Se seleccionaron 7 borregos: 3 hembras y 4 machos, entre los 20 y 40 Kg de peso.
los cuales recibieron una dosis orat de 12 mg/Kg de la suspension de aBIOF10. Los
animales se mantuvieron en ayuno durante 12 horas antes del estudio permitiéndose
la ingestién del agua ad libitum hasta el momento del estudio. La ingestion de la
comida se permiti6 hasta 4.0 h después de la administracion de la suspensién. Para el
estudio de excrecidn urinaria, los animales tomaron | L de agua cada hora durante
las primeras cuatro horas, después del desayuno ia ingesta de agua fue ad libitum.

Horario de toma de muestra y su conservacion

Muestras de plasma

Se tomaron las mismas consideraciones del estudio preliminar, modificindose
finicamente el tiempo de muestreo, el cual quedo de la siguiente manera: justo
antes de la administracion (blanco), 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 24,30, 36, 48, 72,
96, 102, 144 y 168 horas.

Muestras de orina

La toma de muestras urinarias se ajustd al siguiente horario: antes de la
administracién (blanco), 0-4, 4-8, 8-24, 24-32, 32-48, 48-72, 72-96. 96-120, 120-
144 y 144-168.

Analisis Estadistico de los datos del estudio de Farmacocinética

Los pardmetros farmacocinéticos se determinaron utilizando el programa
PCNONLIN 4.0™ y PKanalyst™:. Para el analisis estadistico se utilizo el paquete
Origin 4.1%.
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El desarrollo de un nuevo firmaco es costoso y requiere de la participacién de las
diferentes areas que conforman el drea de la salud, como lo son: la farmacognosia,
sintesis, farmacologia, tecnologia, biofarmacéutica, etc. con el fin de efectuar las
prucbas que determinen su mecanismo de accion, eficacia, seguridad,
biodisponibilidad y adecuada dosificacion.

En la actualidad un programa éptimo de desarrollo de un farmaco, debe considerar
en su etapa inicial, la evaluacién de las propiedades fisicoquimicas del candidato
asi como la actividad farmacoldgica y una vez establecidos estos parametros, se
efectian los estudios de farmacocinética, primeramente en animales y
posteriormente en humanos. Este tipo de estudios tiene como objetivo el diseiiar
yfo optimizar los regimenes de dosificacién.

IV.1 Determinacion de las propiedades fisicoquimicas

V.1.1 pKa

Después de obtener los espectros de absorcion del aBIOF10 a los diferentes
valores de pH en los rangos 200-800 nm se encontro que el aBIOF10 tan sélo
absorbe en el rango UV, observandose que presenta 2 longitudes de onda de
méxima absorcién: 220 nm (A=0.5563 con una dilucién 1:10) y 302 nm
(A=0.18123 con una dilucién 1:10) a pH de 1.0, estos méximos representan a la
especie protonada. La molécula neutra a un pH de 2.0 demostro tener una baja
absorcion a estas longitudes de onda 220 nm (A=0.5661) y 302 nm (A=0.1517).
(Figura 4.1).

De los 2 maximos, se selecciond la fongitud de 302 nm, ya que en esta longitud de
onda se eliminan las posibles interferencias de las soluciones amortiguadoras.
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Espectros de absorcién del o BIOF10

(Determinacion de la longitud de onda analitica)

20 . ‘

Absorbancia

350
——pH10 ---- pH12 - pH14 - PH1.6 =wees pH 1.8
dilucién 1:10
--------- pH20 ——pH22 -—--pH24 -----pH26 -----pH30
----- pH34 -----pH38 -----pH42 -----pH46 -----pHS50
----- pHBO -----pHBS5 -----pH7.0 -----pHB0 -----pHBS5
Figura 4.1
Espectros de absorcion de las disoluciones de aBIOF 10 procedentes de los diferentes
valores de pH.

Una vez seleccionada la longitud de onda analitica, se obtuvieron los valores de
absorbancia de las soluciones de aBIOFI0 en las diferentes soluciones
amortiguadoras, los resultados obtenidos se ajustaron a la siguiente ecuacidn:

[I-I+] s
log A =logy Eg(S)+ Egry (5) e ecuacion 4.1
a

la cual representa tanto a la especie protonada como a la especie neutra del
aBIOF10, en donde log A es el logaritmo de la absorbancia, E; y E representa el
coeficiente de extincion molar de las especies neutra y protonada respectivamente,
S es la solubilidad, H es la concentracion de protones y Ku cs la constante de
acidez.
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Cuando:

+ log A=logE o (S
H 7]_’0 B BEg(Sa) .
Ka [ J ecuacion 4.2
H ESH(SO)

log 4 =logE S - : | LS SRS FVN Y A
], lesamisms ity = g o]
Ka

Ecrr (S
|OgA=|0g—M+pH

a
ecuacion 4.3

Igualando ambas ecuaciones y despejando el pH se obtiene la ecuacion del punto
en donde se interceptan ambas lineas rectas, este punto de interseccidon representa
el valor del pH en donde tenemos el 50% de ambas especies, es decir el pKa.

Egy(s,) E
pH =log Eg(S)-10g §%,L - ‘ogﬂ%{;

ecuacion 4.4

Una vez obtenidos los valores de absorbancia a los diferentes valores de pH. se
grafico el logaritmo de la absorbancia en funcién del pH, encontrindose la
presencia de dos rectas que representan el compertamiento del oBIOF10 (figura
4.2), la cual corresponden a la especie protonada y la especie neutra. Los valores
de la regresion lineal para cada uno de las rectas se sustituyeron en la ecuacién 4.4,
encontrandose tanto con el métedo grifico como con ¢l matematico un valor de

pKa 2.87 del aBIOF10, por lo que este nuevo compuesto presenta caracteristicas
de base débil.

El comportamiento de !a especie protonada del aBIOFI0 se representa en la
siguiente ecuacién:

H
N )
SCH
©7 s ]@[ P-SCils
Ct N .

ClI
H

Dado que Gnicamente la fraccion no ionizada es absorbida y que esta depende
directamente del valor del pKa del farmaco y del pH del medio en el tracto
gastrointestinal. Considerando que el aBIOF 10 tiene un pKa de 2.87 se comporta
como una base débil, tedricamente la absorcion deberd llevarse a cabo en el
intestino.
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Determinacion de! Pka
Longitud de onda analitica 302 nm

0.5+

Regresién lineal log (£, SKa)
Y =1.30723- 1.02678 " X

R =.0.9917, SO = 0.07795
=9 P=1.7011E7

0.0+

Regresion lineallog g, S
¥ =-147287-000793 X
. R =-0.27035, 50 = 0.02063

154 A Nz5. PgosE02

0§ 1.0 1.5 2.0 25 30 15 4.0 45 5.0 3.3

Figura 4.2
Determinaci6n del pKa del aBIOF10

IV.1.2 Solubilidad

Se encontrd que 24 horas era el tiempo necesario para llegar al equilibrio en los
disolventes de prueba. En la 1abla 4.1 se presentan los resultados de la solubilidad
del aBIOF10 determinada en los disolventes mencionados en ef punto Hil.1.2.
Como se puede observar en la tabla 4.1 el aBIOF10 presenté una baja solubilidad
en todos los disolventes estudiados siendo ligeramente mds soluble en disolventes
organicos. Estos datos son semejantes a los obtenidos con otros bencimidazoles'? ¥
hacen pensar que la disolucién es el factor limitante en la absorcion de este grupo
de antihelminticos.

E! aBIOF10 es practicamente insoluble en la mayoria de los disclventes como lo
muestra la tabla 4.1, en soluciones acuosas su solubilidad es baja, por lo que se
espera que su absorcién en el tracto gastrointestinal sea pequeiia y en forma fenta.
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Tabla 4.1
Solubilidad del «BIOF10
Disolvente Solubilidad (mg/mL)
Sol. Amortiguadora de fosfatos pH=7.4 > 0.00002
Sol. Amortiguadora de fosfatos pH= 6.0 0.00047
Sol. Amortiguadora de fosfatos pH=2.2 0.00380
Sol. Amortiguadora de fosfatos pH= 1.3 0.00620
NaOHO.IN 0.00032
HC10.IN 0.010
Acetonitrilo 0.009
Acetona 0.038
Propilenglicol 0.041
Hexano 0.062
Metanol 0.100
Dimetil sulféxido 0.210

#_

IV.1.3 Coeficiente de particion aparente

Los resultados experimentales demostraron que el wBIOF10 tiene un coeficiente
de particion octanol - agua de 27.63 (fog P = 1.44) con un coeficiente de variacién
de 3.54, lo cual demuestra que €l compuesto es de cardcter liposoluble. Este valor
de coeficiente de particién correspondiente primordialmente a la especie neutra del
aBIOF10.

Dado que es bien conocido que fArmacos con valor de log P entre ly 2 son
factibles de ser absorbidos“, los resuliades muestran que 1a poca cantidad de
farmaco que se encuentra disuelta y no ionizada serd facilmente absorbida.
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IV.2 Desarrollo del método analitico para la cuantificacién del
aBIOF10 en fluidos biolégicos

IV.2.1 Seleccion de la columna y la fase mévil

En la figura 4.3a se presenta la superficie de respuesta obtenida por el método
Simplex para determinar la columna mas adecuada para el anilisis del aBIOF10, en
la que se puede observar que las columnas indicadas son las no polares, por ello se
selecciond la columna de fase reversa Cig. La figura 4.3b muestra la superficie de
respuesta para la determinacion de la composicion de la fase movil, encontrandose
que una mezcla ternaria de los disolventes Metanol, Acetonitrilo y Agua en una
proporcion 50:25:25 era la méas adecuada para obtener un tiempo de retencion
corto y una simetria cercana al 1.0.

37 1.7
97
27 7
17 T s
1 37
7

Fase Mévil b7

3 -1 Columna l. -1

ACN=0.3
Figura4.3a Figura 4.3b

Superficie de respuesta para la seleccion de la columna cromatografica y de la fase mavil.
"El drea sombreada indica la zona de interés.

Una vez seleccionada la columna y la fase movil a utilizar, se realizd un espectro de
absorcion para determinar la longitud de onda (A) de maxima absorcion en la fase
mdvil seleccionada. Como se muestra en la figura 4.4 el aBIOF10 presenta dos
maximos: a 220 nm y a 304 nm. Para el presente estudio se seleccion6 fa A de 304
nm con el fin de eliminar la interferencia de los componentes endogenos. En esta
parte del estudio no se contaba ain con el metabolito el sulfoxido del aBIOF10, ni
con el compuesto que pudiera emplearse como estandar interno.

5

52




Resultados y andlisis
giofarmacia

A L e = AL 2ZJF I CrIT IR LM
240 260 N ‘J':O L .‘?ﬂ N 31:0 , 349

Y]

0%
Ladulaty
LIRS

et el
TYTY T T 17

Rik
[
1

- 0018 -

,00%

TS S NS I RO N

TTT T T T

¢
1

; ;
lou0 220 240 ic0 ZEd 3200
TWurniaonygth 400 ~-—-- 249 na
Figura 4.4

Determinacién de la longitud de onda de maxima absorcion del aBIOF10

IV.2.2 Seleccion del estandar interno

Para elegir el estandar interno se probaron diferentes compuestos con propiedades
fisicoquimicas similares al aBIOF10, siendo el mis adecuado el sulfoxido de
albendazol (SOAIb), que como se muestra en la figura 4.5 presenta un espectro de
absorcidn similar al aBIOF10.

Clromato 3044 Wavelength 200 — 400
-.05 — 2 AU

50 300 3 40
LUkl Ll l G b

i~

i S

AT T T T T
200 230 300 350 400

Figura 4.5
Seleccidn del estindar interno

Para obtener una mejor resolucion entre las sefiales cromatograficas det metabolito
y del estandar interno, fue necesario modificar la proporcion de la fase mévil a:
Metanel: Acetonitrilo: Agua 40: 30: 30
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IV.2.3 Seleccion del proceso de extraccion

Una vez establecidas las condiciones cromatdgraficas, se procedid a elegir el
proceso de extraccion. Para ello se revisaron los trabajos previos publicados en la
literatura especializada, seleccionndose ei método reportado por Hurtado y de la
Peﬁads, con el cual se establecieron las condiciones iniciales de andlisis, que a
través de] desarrollo se fueron modificando hasta lograr una adecuada extraccion
de los analitos.

La preparacién de la muestra consistio en la extraccion de los compuestos de
interés del plasma u orina con cartuchos de extraccién en fase solida Sep-Pack®
C)3, un proceso de lavado de la muestra con 20 mL de agua HPLC y una posterior
elucion con 3 mL de metanol HPLC. Este procedimiento permitid una extraccion
adecuada del oBIOF10, el SOaBIOFIO y del estandar interno (sulféxido de
Albendazol), asi como también de la sulfona del aBIOF10 (SO,aBIOFI10).

IV.3 Validacién del método analitico para la cuantificacion del
aBIOF10 y el SOaBIOF10 en plasma y orina de borrego

E! método desarrollado fie validado con el fin de contar un método confiable,
especifico y sensible para cuantificar los analitos con exactitud y precision en
plasma y en orina. Los criterios para la validacion del método analitico se basaron
en las recomendaciones y lineamientos especificados por diferentes organismos
internacionales. ‘™

Los resultados de validacién fueron los siguientes:

IV.3.1 Especificidad

En la figura 4.6 se presentan los cromatogramas obtenidos al analizar muestras
blanco de plasma y muestras blanco de orina de borrego, asi como las muestras
adicionadas de aBIOF10, SOaBIOF10 y estindar interno (SOALY) en la que se
puede observar que los tiempos de retencion fueron 4.9, 7.8 ¥y 9.8 minutos
respectivamente. No se encontraron interferencias de metabolites potenciales
(SO,0BIOF10) 0 compuestos endégenos del plasma y orina que interfirieran en la
region cromatografica del aBIOF10, SOuBIOF10 y del estandar interno (SOAIb},
por lo que se considera que el método analitico es especifico para la cuantificacion
de los analitos.
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Cromatégramas representativos de: (A) blanco de plasma, (B) plasma adicionado de
1.56 pg/mL de aBIOF10, SOaBIOF10 y SO,aBIOF 10, (C) muestra plasmdtica de borrego
después de la administracién de 12 mg/Kg de aBIOF10, (D) blanco de orina, (E) orina
adicionada del.56 pg/mL de aBIOF10, SOaBIOF10 y SO,uBIOF10, (F) muestra urinaria
de borrego después de la administracién de 12 mg/Kg de aBIOF10. Las sefiales
corresponden a: (1) suiféxido de albendazol, (2) SO;aBIOF10, (3) SOuBIOF10 y
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IV.3.2 Linealidad

El método mostrd ser lineal en el intervalo de 0.193 a 12.5 ug/mL para ambos
analitos. La figura 4.7 muestra las graficas obtenidas para la linealidad del método
del aBIOF10 y del SOaBIOF10 en plasma y orina, en las cuales se observa que el
método es lineal en el rango de concentraciones estudiadas y en la tabla 4.2 se
presentan los pardmetros de la linealidad del método obtenidos para cada caso.

Tabla 4.2
Parametros obtenidos en la evaluacion de la linealidad del método
SOaBIOF10 . aBIOF10
plasma orina plasma orina
pendiente 49383 4,7559 4.8090 4.8909
I.C. 4.8743 - 5.0023 4.5423 - 4.9695 4.7600 - 4.8580 4.8138 - 4.9480
intercepto -0.0334 0.0482 0.0273 -0.1321
[.C. -0.3814 - 03146 -0.9493 - 1.0457 -0.2357 -0.2903 -0.7511 - 0.4869
ec‘ll:‘r::;?ade y=-0.0334+4,9383%x y=0.0482+4.7559*x y = 0.0273+4.8090*x y =-0.1321+4.8909°x
r 0.999+4.125 x §07 0.999+2.346 x 107 0.99947.353 x 10” 0.999+7.353 x 10"
1-2 0.99%6 (.99%1 0.9991 0.9998
n 6 6 6 6
teabla 2.571 2,57 2.571 2.571
teatcuiada 248.396 165.597 165.597 351.338

1. C. = intervalo de confianza
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Linealidad del método analitico para cuantificar BIOF10 y SOoBIOF 10 en plasma v orina

de borrege
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IV.3.3 Exactitud y Precision

La precision intradia (o repetibilidad) sobre el intervalo de trabajo varié de 1.0 a
5.3% para el SOaBIOF10 y de 0.8 a 4.3 % para SOaBIOF10 en muestras
plasmaticas (Tabla 4.3); y en las muestras de orina varié de 1.4 a 3.4 % para el
S0uBIOFi10 y de 1.2 2 3.9 % pata el aBIOF10.

Al evaluar la precisién interdia (o reproducibilidad) los coeficientes de variacion
obtenidos oscilaron entre 1.8 a 4.5 % para el SQaBIOF10 y de 2.2 a 4.8 % para el
oBIOF10. Las muestras de orina dieron valores de 1.3 a 5.3 % para el SOaBIOFI0
y de 1.5 a 4.4 % para el oBIOF10.

Considerando que e} limite de variacién permitido para establecer como preciso un
método analitico en fluidos bioldgicos es de 15 % y que en el limite de
cuantificacién (CMC) es de 20%,"* se puede concluir que el método analitico es
preciso tanto para plasma como para orina.

La exactitud del método se evalud con el porcentaje de recuperacion, determinando
la cantidad del analito recobrado después del proceso de extraccion en la matriz
biolégica y comparandola con la respuesta obtenida en la solucion metandlica. La
media de recuperacion para el aBIOF10 fue de 97.2 + 2.4 y 93.1 + 2.3% en plasma
y orina respectivamente, en ¢l caso del SOaBIOF10 y los valores obtenidos fueron
de 97.8 £ 3.7 % en plasma y 99.6 + 2.3 % en orina (ver tabla 4.3). Estos resultados
muestran que el método presenta una extraccion adecuada.

Con base a los resultados obtenidos, el método se establecié como preciso y exacto.

IV.3.4 Limite de cuantificacion(CMC) y Limite de Deteccion(CMD)

El limite de cuantificacidn se estimé en 24 ng/mL para ambos analitos en plasma y
en 12 ng/mL para el caso de muestras en orina.

El limite de deteccion se estimo en 7.2 ng/mL para los dos compuestos en plasma y
de 3.6 ng/mL en las muestras de orina.
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Tabla4.3a
Exactitud y precisién dei método en plasma de borrego
Contce_nt.racmn Concentracién experimental C.V. Recuperacion
(H‘z;f‘) (media, pg/mL £ d.e.) (%) (%)
intradia {n=3)
SOxBIOF L0 aBIOF10 SOeBIOFI0  oBIOFI0  SOuBIOFI0  aBIOF10
0.19 0.18+0.01 019001 53 43 912 96.1
0.39 038+00t 039001 24 2.7 96.5 99.7
0.78 077001 0.74£0.01 1.7 0.8 99.0 94.5
1.56 1.53+005 1.50£0.03 33 1.9 98.2 95.8
2 322+£0.04 299007 1.4 2.3 i03.1 95.6
6.25 605006 630016 1.0 2.6 96.8 100.8
12.5 1245 £036 1223+0.22 29 1.8 99.6 97.8
interdia {n=6) en dos dias
0.19 0.19 £ 0.01 0.19 £ 0.01 4.5 4.7 95.0 96.9
0.39 038 +0.02 036+ 0.02 4.5 4.1 975 923
0.78 077+£002 0.731004 2.2 438 99.0 92.8
1.56 1.53 £ 0.04 1.50 £ 0.05 2.6 3.2 - 98.1 96.2
312 293 +£0.05 2.86 £ 0.07 1.8 2.5 93.6 91.6
6.25 605+0.12 6042017 3.1 28 96.8 96.7
12.5 1251 £0.34 1233027 2.7 2.2 100.1 98.6 -
Tabla 4.3b ]
Exactitud y precision del método en orina de borrego
intradia (n=3)
0.19 0,19 £0.0! 0.19+£0.01 3d 35 99.2 056.4
0.39 0.39+0.01 0.36£0.01 3.4 1.5 101.1 909
0.78 0.76 £ 0.02 0.74 £ 0.03 26 3.9 97.5 94.7
1.56 1.51 £0.04 1.47 £0.05 29 3.6 96.9 94.0
3.2 3.06+004 2821005 1.4 1.7 98.0 90.2 |
6.25 6.36 £ 0.10 5.82 £0.07 1.6 1.2 101.7 93.1 |
12.5 12.85+022 11.54+0.19 1.7 1.6 102.8 92.3
interdia (n=6)en dos dias
0.19 0.18 £ 0.01 0171001 3.1 4.4 39.8 88.1
0.39 0.34+£0.01 0.36 £0.01 28 1.7 86.6 21.0
0.78 0.70 £ 0.04 0.74 £ 0.02 5.3 3.0 895 94.4
1.56 1.36 £ 0.07 1.49 + 0.05 49 35 87.1 95.5
3.2 292005 3124009 1.6 2.8 93.4 99.9
6.25 6.34 £ 0.08 6.44 £0.10 1.3 1.5 101.5 103.i

12.5 12.63+£0.19  11.95+0.32 1.5 2.7 101.0 95.6
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IvV.3.5 Estabilidad

La tabla 4.4 muestra los resultados de la prueba de estabilidad a corio plazo a
temperatura ambiente, en la tabla 4.5 se observan los resultados de estabilidad a
largo plazo bajo condiciones de almacenamiento a —20°C y la tabla 4.6 la
estabilidad bajo ciclos de congelacion — descongelacion a -20°C y Temperatura
Ambiente; para los dos analitos en los dos fluidos.

Tabla 4.4
Estabilidad del oBIOF10 y el SOaBIOF10 a corto plazo

aBIOF10 SOaBIOFI10
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
0 3 6 0 3 6
Datos plasmaticos (% de recobro)
0.19 933 836 B53 956 858 879
1.56 994 981 923 986 927 8IS
12.5 104.8 100.1 1052 984 948 886
Datos urinarios (% de recobro}
0.19 945 992 903 1045 981 953
1.56 97.8 997 1001 974 983 0969
12.5 985 100.1 994 925 945 974

Concentracidn

(ng/mL)

Tabla 4.5
Estabilidad del aBIOF10 y el SOuBIOF10 a largo plazo

aBIOF10 S0aBIOF10

Concentracion " T
Tiempo (meses) Tiempo (meses)

L
(ug/mL) 0 05 10 15 20 0 05 10 15 20

Datos plasmaticos (% de recobro)

0.19 99.9 100.5 104.7 1006 87.6 988 1004 99.1 983 842

1.56 96.5 1043 954 1012 861 952 1012 1014 99.1 806

12.5 98.6 976 962 968 81.2 1003 986 99.1 941 90.1
Datos urinarios (% de recobro)

0.19 99.2 971 1006 934 B804 1005 1003 93.7 968 773

1.56 99.1 96.2 1043 995 913 904 931 952 894 7638

12.5 100.2 1006 998 989 869 961 914 942 952 86.1
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Tabla 4.6
Estabilidad del aBIOQF10 y el SOaBIOF10 con ciclos de congelacion - descongelacién

. aBIOF10 SOaBIOF10
Concentracién : i =
Ciclos de congelacién - descongelacion
(ng/mL) =
0 1 2 3 0 1 2 3

Datos plasméticos (% de recobro}

0.19 101.6 1005 101.4 995 997 988 983 986

1.56 954 976 946 938 979 931 1024 968

12,5 101.2 1004 98.7 967 966 97.4 1019 1043
Datos urinarios (% de recobro)

0.19 968 1002 100.6 103.7 994 103.8 1045 957

1.56 976 1037 957 992 969 956 93.7 928

12.5 952 954 978 967 1023 1004 967 91.7

Las pruebas de estabilidad & corto plazo demostraron que tanto oBIOF10 como el
SOaBIOF10 son estables a temperatura ambiente en los fluides biologicos hasta
por 6 horas. El estudio a largo plazo en condiciones de almacenamiento a -20°C
indica que las muestras son estables por™1.5 meses. Las muestras pueden ser
sometidas hasta por 3 ciclos de congelacion/descongelacion de 24 horas cada uno
sin que sufran degradacion.

Con base en los resultados obtenidos, se establecié que el método analitico es
lineal en el intervalo de concentraciones de 0.193 a 12.5 pg/mL, exacto, preciso,
los analitos son estables en plasma y orina de borrego bajo las condiciones de
experimentacién, por lo que se considerd adecuado para efectuar el estudio de
farmacocinética.

IV.4 Estudio de Farmacocinética en borregos

IV.4.1 Etapa |. Estudio preliminar

Tomando en cuenta que el oBIOFIQ es un farmaco nuevo, se decidid utilizar al
borrego como modelo experimental animal, ya que entre los herbivoros es la
especie animal mds susceptible a la fascioliasis. La tabla 4.7 y Ia figura 4.8
muestran las concentraciones plasmaticas del SOaBIOF10 obtenidas a los
diferentes tiempos de muestreo. El aBIOF10 no pudo ser detectado en ninguno de
jos tiempos, lo cual indica que se metaboliza rapidamente a sulfoxido. Estos datos
concuerdan con lo reportado en la literatura para otros bencimidazoles tanto en

. 22.28, 46-49
animales como en humanos. .
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Tabla 4.7

Resultados y andlisis

Concentraciones plasmaticas del SOaBIOF10 a los diferentes tiempos de muestreo después
de la administracién de una dosis de 12 mg/Kg del aBIOF10 por via oral a un borrego.
Estudio preliminar

Tiempo Concentracién ~ Tiempo Concentracién
(h) (ug/mL) (h) (pg/mL)
0 0 10 8.3151
0.5 0.1029 12 4.0899
1 0.0861 24 2.1997
2 0.2246 36 1.4044
3 0.8991 48 1.1524
4 1.9093 72 0.3379
5 3.5185 96 0.257
6 3.3934 120 0.1863
8 3.6987 168 0.0988
g ~
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Figura 4.8

Perfil de concentracion plasmatica deSOuBIOF 10 después de la administracion de una
dosis de 12 mg/Kg a un borrego.
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De los resultados obtenidos en este estudio preliminar se encontrd que el método
analitico desarroliado era adecuado para la cuantificacién del metabolito en
plasma. Después de analizar tos tiempos de muestreo se decidid incluir un tiempo
de muestreo mas a las 30 horas con el fin poder caracterizar ndecuadamente el
comportamiento del SOxBIOF10 en el berrego.

La figura 4.6 muestra el cromatégrama de tas muestras urinarias en donde se puede
apreciar que el metabolito SOxBIOF10 se excreta por via renal. Cabe mencionar
que durante el presente estudio no se contd con una técnica adecuada de
recoleccién de la orina y por lo tanto se presentaron problemas para su recoleccién
principalmente en los intervalos de tiempo prolongados, por lo que no fue posible
caracterizar la farmacocinética en este fluido y sélo se pudo cstablecer que el
metabolito se excreta por via renal.,

Etapa Il. Estudio de farmacocinética

En la tabla 4.8 se presentan los valores promedios de concentracion plasmatica vs
tiempo de SOaBIO10 en 7 borregos y su representacion grafica se encuentra en la
figura 4.9, en la que se puede observar la gran variabilidad entre los animales. El
coeficiente de variacién promedio de todos los niveles de concentracidn en todos
los tiempos de muestreo fue de 20.3 + 9.9%.

Los datos se ajustaron a un Modelo Abierto de Dos Compartimentos (MADC} y en
la tabla 4.9 se muestran los parametros farmacocinéticos obtenidos en los que se
observa que la absorcion es lenta con una vida media de 6.17  1.12 h, los nivcles
maximos se alcanzan a las 11 horas y su vida media de eliminacion oscila entre las
13.54 y 24.99 horas.

Comparando los valores obtenidos en este estudio con los encontrados para el
triciabendazol en borregos (ver tabla 2.3), se aprecia que la absorcién es mds
répida, y el metabolismo es extenso, lo cual hace pensar que al igual que en otros
bencimidazoles®?* 1a actividad fasciolicida del aBIOF10 se debe al metabolito.
Este nuevo compuesto presenta una concentracion mixima menor y la eliminacién
es similar (vida media de 16.0 a 19.5 h) con respecto al triclabendazol.

Con base en estos resultados y habiendo demostrado su eficacia en los estudios in
vitro e in vivo, puede considerarse que este farmaco podria ser un sustifuto del
triclabendazol y por lo que seria interesante concluir con los estudios en otras
especies animales,
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Tabla 4.8

Valores promedio de concentracion plasmatica del SOaBIOF10 después de la administracién de

una dosis de 12 mg/Kg

del «BIOF 10 por via oral en borregos

Tiempo Concentracion
(h)_ (ugml)tde.

C.V. Tiempo Concentracion C.V.
(%) (h)  (ug/ml):de (%)

0 0.000 £ 0.00 0.00 12 76371 1.13 14.80
0.5 0.219 £ 0.05 22.83 24 53331 1ML 20.81
1 0.393 £0.16 40.71 30 3.653+£0.55 15.06
2 0.705£0.25 35.46 36 2394 £0.15 6.27
3 1.141 £ 0.24 21.03 48 1335+ 0.14 10.49
4 2.000 £ 0.49 24.50 72 0.776 £ 0.14 18.04
3 2.849+0.11 3.86 96 0.43010.14 32.56
6 3.365+£0.30 892 120 0.187£0.03 16.04
8 49524 0.94 18.98 144 0.143£0.03 2098
10 6.743 + 1.36 20.17 163 0.128 + 0.04 31.25
n=7 borregos

Concentracion (pg/mL)

—
25 s0 5 100 1:55 150 75
Tiempo {h)
Figura 4.9

Valores promedio £ d.e. de la concentracién plasmatica de SOaBIOF 10 después de la
administracion de una dosis de 12 mg/Kg de aBIOF10 en 7 borregos.
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Parametros farmacocinéticos promedio t d.e. del SOaBIOF10 obtenidos después de la
administracién oral de 12 mg/Kg de aBIOF10 en 7 borregos.

Parametro farmacocinético

Valor £ desviacion estandar  C.V. (%)

ka wh) 0.1150 + 0.02 17.39
(D ke 0 6.17+1.12 18.15
ke #) 0.0381+ 0.01 26.25
19 e (h) 18.95 £ 4.05 21.37
ki ) 0.2270 £ 0.57 251.10
k; #) 0.0248 £ 0.01 40.32
a ) 0.0557 £ 0.02 35.91

t1ra ') 1421 £5.71 40.18
B w' 0.0189 £ 0.004 21.16
tinp @) 38.21 £8.20 21.46
A (ug/mL) 1555 10.16 65.34
B {ug/ml) 2.756+1.30 47.17
C (ug/mL) -18.020 + 9.96 -55.27
Cmax {ug/ml) 8.00+1.16 14.50
Tmax (h} 114098 8.60

ABCq_y (g Wml) 234.95+ 51.85 22.07
ABCy,  (ugh/mi) 238.39 +52.01 21.81

TMR 0, 46.25 + 4.83 10.44
vd (mL) 58.57 + 14.93 25.49
Cl (mL/min) 38.76 + 16.96 43.76
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De los resultados obtenidos en el presente trabajo se concluye que:

El aBIOF10 es un compuesto con baja solubilidad en soluciones acuosas y
soluble en soluciones orgdnicas. Es un compuesto acido con valor de pKa de
2.87 y presenta un alto coeficiente de particion lipido/agua: 27.64.

E! método analitico desarrollado para la cuantificacion del aBIOF10 y sus
principales metabolitos en fluidos biolégicos, resultd ser adecuado y confiable.
El procedimiento para el tratamiento de las muestras es simple y rapido, e
involucra una extraccion directa utilizando cartuchos Sep-Pak®. Este método
analitico fue preciso, exacto, selectivo y lineal en un mtervalo de concentracion
de 0.19 a 125 pg/mL, y las muestras resultaron ser estables bajo las
condiciones de experimentacion y en almacenamiento hasta 1.5 mesesa
-20°C, por lo que se considera aplicable para la determinacion del analito en
plasma y orina.

Al administrar una dosis oral de 12 mg/Kg en borregos, el aBIOF10 no pudo
ser detectado a ninguno de {os tiempos de muestreo, lo cual indica que el
oBIOF10 se metaboliza completamente a sulfdxido de oBIOFI0
(SOaBIOF10). La farmacocinética del metabolito se describe de acuerdo al
Modelo Abierto de Dos Compartimentos (MADC) con una vida media de
absorcion de 6.17 horas, una vida media de eliminacién de 18.95 h, Cmax de
8.0 pg/mL, tmax de 11.4 h, un Area bajo la Curva 238.39 pg*h/mL, un
volumen de distribucién de 58.57 L y una depuracion de 68.76 mL/min.

Con base en los resultados obtenidos y considerando su eficacia en los estudios in
vitro e in vivo, puede considerarse que este farmaco podria tlegar a ser un sustituto
del triclabendazol y seria interesante continuar con los estudios, por lo que se
propone:

Determinar la biodisponibilidad absoluta de la administracion oral con respecto
a la intravenosa,

Realizar estudics de unién a proteinas

Concluir estudios de farmacocinética en otras especies animales de interés
veterinario.

Este trabajo permitié fortalecer las lineas de investigacién de las diferentes areas
involucradas ¢ implementar metodologia para la evaluacion bicfarmacéutica de
nuevos firmacos, lo cual permitird continuar con los estudios de algunas de las
nuevas moléculas con actividad farmacoldgica que se estan sintetizando en nuestro
pais.
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