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INTRODUCCION

La Neurocisticercosis (NCC) se presenta cuando la forma larvaria de la Taenia
Solium, se localiza en el sistema nervioso central. Esta enfermedad es prevalente

en la mayoria de los paises en vias de desarrollo.

Estudios epidemiolégicos en México muestran una alta incidencia de NCC en
ciertas regiones del pais. Presentando también una tasa alta de mortalidad y

morbilidad en pacientes.'?#?

El farmaco de eleccion para el tratamiento de la neurocisticercosis es el
Albendazol (ABZ), sin embargo, este farmaco presenta baja solubilidad en fluidos
gastrointestinales, lo cual da lugar a una baja biodisponibilidad, por lo que para
mejorar su solubilidad se han elaborado una serie de formulaciones, entre ellas: se
ha formulado el ABZ en suspensiones, en las cuales se manipula el pH, de tal
manera que una cantidad de albendazol permanezca estable en el lugar de su
absorcion aumentando su biodisponibilidad.* Recientemente se ha probado la
viabilidad de formular nanosuspensiones de Albendazol donde se favorezca una
mejor dispersién acuosa.’ Asi mismo se han utilizado microesferas como sistemas

acarreadores que aumentan la cantidad del farmaco en el sitio de absorcién.®

Las formulaciones con ciclodextrinas (CDs) se han usado para el desarrollo de
formulaciones farmacéuticas, debido a la capacidad de formar complejos de
inclusiéon, mejorando en muchas ocasiones las propiedades fisicoquimicas de

moléculas de interés farmacoldgico, entre ellas el ABZ.

En el presente trabajo se evalué la disolucién y biodisponiblidad de formulaciones
de ABZ con B-ciclodextrina (1:1) mas un polimero hidrosoluble (5%PVP y/o
5%PEC), y con ello determinar si la solubilidad del ABZ se incrementa y se

favorece la biodisponibilidad del farmaco.



1. ANTECEDENTES

1.1. Epidemiologia de las enfermedades parasitarias

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades
parasitarias representan un problema de salud publica. Se estima que de la
poblacion mundial actual de 6,739 millones de personas, mas de la mitad esta
parasitada, de las cuales, cerca de 450 millones se enferma como resultado de

estas infecciones.’

Entre las infecciones mas comunes en el mundo Figuran la ascariosis, la
uncinariosis y la trichuriosis. Aunque la mortalidad ocasionada por estas
infecciones es relativamente baja, las complicaciones no son raras y
frecuentemente requieren atencion hospitalaria. En México, las parasitosis han
sido la quinta causa de consulta en el Instituto Mexicano del Seguro Social, y la
Direccion General de Epidemiologia de la Secretaria de Salud reporta dentro de
las 20 principales causas de morbilidad general a cuatro diferentes tipos de

helmintiosis.®

A nivel sistémico, las principales enfermedades parasitarias son: fasciolosis,
triquinelosis, esquistosomosis, hidatidosis y neurocisticercosis.

1.2 Neurocisticercosis

La neurocisticercosis (NCC) es la infeccion parasitaria mas comun del sistema

nervioso central y es causada por la larva del cestodo: Taenia solium,

principalmente adquirida por la ingesta de alimentos contaminados.® '
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En México, estudios epidemioldgicos realizados en medio rural (Estados de
Morelos y Puebla) mostraron una prevalencia superior al 9% tomando como
criterio diagndstico los resultados de tomografias computarizadas.'? Asi mismo,
estudios de prevalencia hospitalaria mostraron que entre 1995 y 2001, en el
Instituto Nacional de Neurologia de México, la neurocisticercosis fue la novena

causa de mortalidad hospitalaria y la quinta causa de morbilidad hospitalaria.>'"'?

Estos datos muestran que a pesar de los adelantos realizados en las ultimas 3
décadas, tanto a nivel diagnostico, del tratamiento y de la prevencion, la morbi-

mortalidad sigue siendo alta.’?

Uno de los factores probablemente involucrado en la persistencia de la endemia
es la gran heterogeneidad que caracteriza la NCC y que dificulta su diagnéstico.
Mas del 50% de los casos son aparentemente asintomaticos, y en los pacientes
sintomaticos se presenta una gran variabilidad de sintomas, desde simple cefalea

hasta cuadros severos con hipertensién intracreaneana.'®'®

Los sintomas de la cisticercosis son causados por el efecto de masa o por el
bloqueo de la circulaciéon del liquido cefalorraquideo, pero la mayoria de los
sintomas de la neurocisticercosis estan directamente asociados al proceso de
inflamacién. Clinicamente, son manifestaciones relacionadas con las diferencias
individuales en el numero, tamano y topografia de las lesiones. Las crisis

epilépticas representan la principal manifestacion de la neurocisticercosis.'®'



1. ANTECEDENTES

1.2.1. Tratamiento de la neurocisticercosis

El tratamiento de la neurocisticercosis radica basicamente en 2 farmacos el
Prazicuantel y el Albendazol. Por su bajo costo, mayor permeabilidad hacia la
barrera hematoencefalica y no interaccidén con corticoesteroides, el Albendazol es
el farmaco de eleccion (15 a 30 mg/kg/dia durante 8 dias), quedando como

alternativa secundaria el prazicuantel.'*'®

Asi mismo, estudios comparativos han demostrado una mejor efectividad clinica
del Albendazol en relacién al prazicuantel. Este farmaco muestra un mayor

porcentaje de destruccién de quistes parenquimatosos y subaracnoideos. '

A pesar de lo anteriormente mencionado, estudios realizados en nuestro pais han
demostrado que la eficacia del tratamiento con albendazol es variable (80%). Para
aumentar la eficacia del tratamiento en algunos casos se ha modificado el régimen
terapéutico empleando dosis mas elevadas (30 mg/kg/dia), o se someten a ciclos
repetidos del tratamiento, pero aun asi existen casos en los que se presenta una

pobre respuesta al tratamiento."”’

Estas diferencias pueden estar relacionadas con la baja solubilidad de

Albendazol, lo cual da lugar a una biodisponibilidad baja y altamente variable.'®
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1.2.2. Albendazol

El Albendazol es un antihelmintico de amplio espectro. Pertenece al grupo de los
bencimidazoles (BZD). Su interés para la medicina humana inicia en 1979, y en

1987 se demostrd su efectividad en el tratamiento de la NCC. '

El Albendazol (C12H15N302S): N-[5-(Propiltio)-1H-benzimidazol-2-il] carbamato de
metilo (ABZ). (Figura 1), es un polvo blanco, inodoro de masa molecular de
265.34 g/mol.

Es una base débil con un pK,=7.5.">%°
Es soluble en dimetilsulféxido (DMSO), acidos fuertes y bases fuertes. Es

ligeramente soluble en metanol, cloroformo, acetato de etilo y acetonitrilo. EI ABZ

es practicamente insoluble en el agua.

T S\CI:N\%N%OCHS

Figura 1. Estructura quimica del Albendazol.
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1.2.2.1. Mecanismo de accion

El ABZ, asi como el sulfoxido de albeldazol (ABZSO) y otros derivados de
benzimidazoles actian sobre los parasitos a través de dos mecanismos:
Inhibiendo el metabolismo energético del parasito e inhibiendo la polimerizacién de

la tubulina.?!
e Inhibicion del Metabolismo energético

Estudios han demostrado que el ABZ inhibe el metabolismo energético gracias a
su capacidad de actuar sobre los sistemas enziméticos tales como fumarato
reductasa, malato deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa. Esta interferencia
provoca una disminucion en la disponibilidad de la energia necesaria para el
funcionamiento normal de los 6rganos vitales de los parasitos, lo cual conduce a

un agotamiento de sus fuentes energéticas provocando la muerte.?
¢ Inhibicion de la polimerizacion de la tubulina

Los bencimidazoles presentan afinidad por la B tubulina de las células de los
parasitos causando alteraciones degenerativas, mediante la inhibicién de la
polimerizacion de la tubulina evitando asi la formacion de microtubulos evitando
la mitosis. Tal inhibicion puede producir una desaparicién de los microtdbulos
citoplasmaticos de los parasitos, causando una interrupcion en el transporte de

sustancias alimenticias.
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Debido a su mecanismo de accién también presentan afinidad por la tubulina de
los mamiferos, aunque la afinidad por esta tubulina es menor que la del parasito.
Por su mecanismo de accién, que implica una perturbacion de la estructura y de
la funcion microtubular durante la division mitética, puede esperarse un desarrollo
de anormalidades embrionarias y fetales cuando se administra a hembras
gestantes, ya que en estas fases existe gran cantidad de divisiones mitéticas y

migraciones celulares en las que interviene la tubulina como factor principal. 2?22

1.2.2.2. Propiedades farmacocinéticas y biodisponibilidad

Debido a las caracteristicas basicas del ABZ, en el estbmago se encuentra
mayoritariamente en forma ionizada, y por lo tanto es incapaz de atravesar las
membranas biol6gicas, por lo tanto su absorcién se da principalmente en el
intestino delgado. 2*

Se ha encontrado que después de su administracion por via oral, el farmaco se
absorbe pobremente mediante difusion pasiva, y se cree que ello se debe a su
baja solubilidad acuosa. Asimismo, se ha demostrado que la solubilidad es el

paso limitante en la absorcién del farmaco.'

Una vez absorbido, el ABZ se metaboliza extensa y rapidamente en el higado a
sulféxido de albendazol (ABZSO) y posteriormente a sulfona de albeldazol
(ABZSO,) Figura 2. Debido a este extenso metabolismo, el ABZ no se detecta en

plasma.?*
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Figura 2. Metabolitos del ABZ: (a) Sulféxido de albeldazol (ABZSO), (b)Sulfona de
albeldazol (ABZSO,).

Estudios en humanos han demostrado que la formacion de ABZSO esta mediada
través de dos sistemas: la flavin monooxigenasa (FMO) y el citocromo P450
(CYP), principalmente CYP3A4, el cual contribuye en mayor medida a la formacion

de este metabolito.'®

EL ABZSO se une en un 62-67% a proteinas plasmaticas. Su volumen de
distribucion es alto, alcanzando tejidos bien irrigados. La vida media de ABZSO,
en el hombre, es de 8-12 h. Su eliminaciéon se lleva cabo en gran parte como

metabolitos en la bilis.®
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1.2.3. Formulaciones con albeldazol

El ABZ presenta caracteristicas de baja solubilidad en medio acuoso, lo cual da
lugar a una variacion en la biodisponibilidad. Para resolver el problema se han
empleado diferentes estrategias, entre ellas el ajuste del pH, sintesis de
profarmacos, liofilizacioén, uso de tensoactivos, sistemas coloidales y formacion de
complejos.*®?® El ABZ se ha formulado utilizando microesferas como sistemas
acarreadores que aumentan la cantidad de farmaco disuelto en el sitio de

absorcion.®

Las ciclodextrinas (CDs), por sus propiedades fisicoquimicos y su capacidad para
formar complejos de inclusion que les permiten incrementar la solubilidad acuosa,
estabilidad y biodisponibilidad de farmacos poco solubles, también han sido

empleadas para elaborar nuevas formulaciones con ABZ.2"%

1.3. Ciclodextrinas
1.3.1. Descubrimiento de ciclodextrinas
Las ciclodextrina son frecuentemente consideradas como un nuevo grupo de

excipientes farmacéuticos, sin embargo, éstas fueron descubiertas hace mas de

100 afos.?®
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La primera patente registrada fue por Freudenberg y colaboradores, quienes
identificaron su estructura quimica y su capacidad para formar complejos en los

afos 50s. 2728

Sin embargo, fue hasta 1970 cuando se comercializd la primera formulacién con

ciclodextrina en Japén.?®

Actualmente es bien conocido que las ciclodextrinas (CD) son una familia de
oligosacaridos ciclicos de glucosa, que resultan de la degradacién enzimatica del

almidén, catalizada por la ciclomaltodextrina glucanotransferasa. 2%

1.3.2. Caracteristicas generales de CDs

Las CDs estan formadas por unidades de D-glucosa unidas mediante enlaces a-
1,4-, de modo que forman un hueco a manera de receptaculo en donde se pueden

albergar una gran cantidad de moléculas.®'

Debido a la falta de rotacién entre los enlaces que unen las unidades de
glucopiranosa, presentan una estructura de cono truncado con un orificio
hidrofébico en el centro y una superficie externa hidrofilica debido a los grupos
hidroxilo, mientras que la cavidad central de la molécula de CD esta constituida
por hidrégenos de los grupos metilo y metileno, asi como por oxigenos tipo éter,
esto proporciona a la cavidad caracteristicas de una matriz hidrofébica en solucion

acuosa, adecuada para albergar una molécula poco polar, Figura 3.29%233

10



1. ANTECEDENTES

Figura 3. Estructura general de una 3-CD.

El metabolismo de las ciclodextrinas naturales sigue la misma ruta de los
carbohidratos, siendo los metabolitos primarios de su degradacion la glucosa y
maltooligosacaridos los que posteriormente son absorbidos. La a-CD y p-CD son
resistentes a la degradacién acida estomacal, asi como a las enzimas de la saliva,
siendo absorbidas desde la parte superior del intestino delgado, mientras que y-
CD es digerida en la parte superior del tracto gastrointestinal por enzimas

pancreaticas.
1.3.3. Nomenclatura de ciclodextrinas

Segun el numero de unidades de glucosa que forman la ciclodextrina, éstas se
nombran con una letra griega diferente, cominmente llamadas CDs naturales.?®%°
a-CD: constituida por 6 moléculas de glucosa
B-CD: constituida por 7 moléculas de glucosa
y-CD: constituida por 8 moléculas de glucosa

6-CD: constituida por 9 moléculas de glucosa.

11
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También existen derivados de B-CD a los que se les atribuye una mayor
solubilidad en agua, mayor estabilidad y mejores propiedades fisicoquimicas de
las CDs de las cuales provienen, algunos ejemplos de estos derivados son.*®

HP-BCD Hidroxipropil B-ciclodextina
HE-BCD Hidroxietil B-ciclodextrina

1.3.4. Propiedades fisicoquimicas de ciclodextrinas

El tamafo de las CD es muy importante, ya que han sido estudiadas como
moléculas acarreadoras; por ejemplo, la cavidad de las a-CD es muy pequefa por
lo que es insuficiente para la inclusion de farmacos, las 8-CD forman complejos
muy débiles sin en cambio, la B-CD tiene una cavidad de tamafno adecuado que
favorece la formacién de complejos con una amplia gama de compuestos.®
Algunas otras caracteristicas de las ciclodextrinas naturales se muestran en la
Tabla 1.2

Tabla 1. Caracteristicas de las principales CDs?®%°

Caracteristica

Diametro de la cavidad

Masa Molecular (g/mol)

Solubilidad (g/100mL)

Numero de Glucosas

12
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1.3.5. Solubilidad de CDs

La solubilidad de las CDs se debe a los grupos (OH) presentes en las unidades de
glucopiranosa que forman la ciclodextrina, los cuales pueden interactuar con el
agua formando enlaces de hidrégeno, sin embargo, estos mismos grupos (OH)
son propensos a enlazarse con otro grupo de (OH) adyacente formando un
cinturén de enlaces de hidrégeno intramolecular, este tipo de interacciones las
puede presentar la B-CD, lo que hace que éstas sean menos solubles que las otra

ciclodextrinas naturales.?82%3%6

En suma, las CDs proporcionan una cavidad lipofilica con el tamafno adecuado
para formar complejos con una gran variedad de moléculas y farmacos. La
formacion de los complejos se da mediante uniones no-covalentes como fuerzas
de Van der Waals e interacciones hidrofobicas, estas fuerzas también son

responsables de la estabilidad del complejo.®*?®

1.3.6. Aplicaciones de CDs
Las CDs son utilizadas en la industria alimenticia, cosmética y otras pero su

mayor aplicacion es en el area farmacéutica como promotores de la solubilidad de

farmacos, por la formacién dindmica, no covalente de complejos de inclusién.?®

13
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1.3.7. Complejos de inclusiéon con CDs

La formacion del complejo de inclusion se da mediante la unién entre una
molécula huésped y una molécula anfitriona, en donde la molécula huésped es el
farmaco y la molécula anfitrion es la CD, la molécula huésped es susceptible de

incluirse por su tamafio y polaridad en una molécula anfitriona.?®

Existen varias técnicas para la elaboracion de complejos con CDs: En Fase
Liquida se encuentran la co-precipitacion, mezcla de disolventes, mientras que en
Fase Sélida se han elaborado por liofilizacion, molienda, fusion de huésped,
Mezcla fisica y amasado. %

La formacion del complejo es un proceso dinamico, por lo tanto, el huésped
continuamente se asocia y disocia del anfitrion en medio acuoso. Los complejos
de CDs con ABZ son de estequiometria definida, observandose una asociacién

uno a uno entre al huésped y el anfitrion.?%%

Existen varios factores que pueden afectar la formacién del complejo inclusion
(farmaco-CD) de tal manera que aumente la solubilidad del farmaco o al contrario
que disminuya como: el tipo de CD, el tamafo de la cavidad, el método de

preparacion, la adicién de otros aditivos.3*

Se puede incrementar la formacién del complejo con el farmaco adicionando
polimeros u otros agentes reoldgicos. Estos polimeros en soluciones acuosas con

las ciclodextrinas aumentan la solubilidad de las CDs y su estabilidad. 2’

14
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1.3.8. Efecto del polimero hidrosoluble al complejo (farmaco-CD)

La eficiencia de complejacion en algunos casos no es muy alta, por ejemplo, se
ha reportado que el polietilenglicol reduce la formaciéon del complejo con B-

ciclodextrina.™

En estudios recientes se reporta que la adicion en pequefias cantidades de
polimeros hidrosolubles incrementa la solubilidad de la CD por un efecto aparente
en la constante de estabilidad del complejo, favoreciendo asi la absorcién y
biodisponibilidad de farmacos poco solubles, sin competir por la cavidad de la

ciclodextrina.®’

15



2. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la biodisponibilidad de formulaciones ternarias conteniendo ABZ, B-

ciclodextrinas y un polimero hidrosoluble con respecto a Zentel.

Objetivos Especificos

1. Evaluar el perfil de disolucién de las formulaciones de ABZ conteniendo (-

CD + un polimero hidrosoluble.

2. Realizar estudios in vivo de las nuevas formulaciones de ABZ, utilizando el

conejo como modelo animal.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Formulaciones estudiadas

Las formulaciones utilizadas fueron las siguientes:

Suspensién de ABZ de 400 mg/10 mL (GlaxoSmithKline México Lote:
33011487). “Zentel ”

Albendazol-B-ciclodextrina (1:1 amasado) +5% de Polivinilpirrolidona p/p:
ABZ-BCD-5%PVP (1:1, + 5%PVP) amasado. Formulado en el laboratorio de la
Dra. Maria José Bernard por el M. en C. César Rivas.

Albendazol-B ciclodextrina (1:1 amasado)+5% de Pectina p/p DE31 USP:
ABZ-BCD-5%PEC (1,1, +5%PEC) amasado. Formulado en el laboratorio de la
Dra. Maria José Bernard por el M. en C. César Rivas.

3.2. Estudios de Disolucion en las formulaciones conteniendo ABZ
3.2.1. Reactivos y equipos

e Disolutor Vankel, Modelo UK700-8.

e Espectrofotometro Shimadzu, Modelo UV-16011.

e Filtros de membrana 0.45um HV. Millipore.

e Balanza analitica Sartorius A210P.

e Acido clorhidrico concentrado- JT Baker- Lote E37C30, 37% pureza.
o Dimétil Sulféxido (DMSO). Merck. Lote 9269003.

e Albendazol sustancia de referencia. Glaxo-Smithkline. Lote: FO30.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.2.2. Estudio de disolucion
Para evaluar la disolucion, las formulaciones: ABZ-BCD+5%PVP y ABZ-
BCD+5%PEC se comprimié el amasado para obtener tabletas conteniendo una
cantidad equivalente a 200 mg de ABZ. El equipo utilizado fue una prensa
Carver, modelo 4350. El cual se encuentra en el Laboratorio de Tecnologia

Farmacéutica de la Facultad de Quimica UNAM. La fuerza de compresion fue de 1

tonelada métrica.
3.2.2.1. Preparacion del medio de disolucion
e Solucion de HCI 0.1N: Medir 8.31mL de HCI concentrado y aforar a 1L.
3.2.2.2. Preparacion de solucion estandar
e Solucién estandar de ABZ (stock): Solucion estandar de albendazol
conteniendo 200 pg/mL. Pesar 20 mg de ABZ estandar y disolverlos en 0.5
mL de DMSO y aforar a 100mL con HCL 0.1N. Sonicar por 10 min.
3.2.2.3. Preparacion de la curva de calibracién

En la Tabla 2 se presenta la preparacion de curva de calibracién de ABZ en HCL

0.1N en el rango de concentracién de 2 a 20 pg/mL.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

Tabla 2. Preparacion de soluciones de trabajo para curva de calibracién

Aliquota de

Aforo (mL) Concentracion
con HCI 0.1N final ng/L

Concentracion Sol. Stock
(mL)

3.2.2.4. Validacién del método analitico para cuantificar ABZ

> Linealidad

Para comprobar la tendencia lineal del sistema se prepararon tres curvas
de calibracion de ABZ en HCI 0.1N.

A partir de las absorbancias obtenidas para cada una de las curvas, se
determinaron los siguientes parametros: Pendiente (m), ordenada origen (b)
y el coeficiente de correlacibn por minimos cuadrados; también se
determind la desviacion estandar de la regresidon (S y/x) y el error relativo
debido a la regresién (ERDR).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

El criterio de aceptacion para linealidad es que la regresion debe ser mayor
o igual que 0.99 y el error relativo debido a la regresion no debe ser mayor
del 2%.

Precision

A partir de los datos de absorbancia de las curvas preparadas para
determinar linealidad del sistema se calcul6 el factor de respuesta. Con ello
se determiné el coeficiente de variacidén para cada concentracion.

Criterio de aceptacion: el coeficiente de variacién del factor respuesta no
debe ser mayor del 2%.

Exactitud
Se evalué calculando el porcentaje de desviacion estandar absoluta
(DEA%) para cada una de las concentraciones de la curva, mediante la

siguiente ecuacion

DEA % = Concentracién nominal — concentracién experimental *100
Concentracién nominal

Criterio de Aceptacién: El valor de desviacion estandar absoluta debe ser

menor al 3%.%
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.2.2.5. Estudio de perfiles de disolucion

> El estudio de perfil de disolucion se llevé a cabo empleando el aparato 2 de
la USP (paletas), a una velocidad de agitacion de 50 rpm. El medio de
disolucion fue 900 mL de HCI 0.1N a 37 °C.

> Las tabletas se colocaron en los vasos del disolutor de manera secuencial
con un tiempo de 40 seg entre ellas. Se tomaron muestras de 2 mL sin
reposicion de medio a los 10, 20, 30, 45, 60, 90 min, las cuales se filtraron
mediante un filiro de membrana de 0.45 um. En el caso de la suspension,
de ésta se tom6 la cantidad necesaria que contuviera 200 mg de ABZ y se
deposité en el fondo del vaso.

» Las muestras se diluyeron y analizaron utilizando un método
espectrofotométrico a 291 nm utilizando como blanco HCI 0.1N, Los
resultados se interpolaron en una curva de calibracién preparada el mismo
dia.

> A partir de esta informacion se determiné el porcentaje de ABZ disuelto a
cada tiempo de muestreo, asi como el porcentaje disuelto promedio,
coeficiente de variacion (CV) y desviacion estandar (DE).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.2.2.6. Procedimiento para determinar el mejor modelo de ajuste de

los perfiles de disolucién.

Una vez obtenidos los perfiles de disolucion, los datos se ajustaron a los

siguientes modelos

Tabla 3. Modelos de disoluciéon

Modelo H Ecuacion

Orden Cero

%Q= kot

Primer Orden

%Q= 100(1-™)

Higuchi

%Q= k*t "°

Weibull

%Q=100[1-e™""]

%Q= porcentaje de farmaco disuelto t=tiempo

A cada modelo se le determiné:

1)
2)
3)

Coeficiente de correlacion

Los valores de cuadrado medio de los residuales.

En aquellos casos en los que el modelo de mas complejidad proporcioné una

suma de cuadrados mas pequena, se contrasté con el criterio de Akaike y

con F de Fisher ( F).

Criterio de aceptacion: El mejor modelo sera aquel cuyo valor de Akaike sea

el menor. El valor de F calculada debera ser mayor que la F de Tablas a un

valor de probabilidad de 0.05%.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.3. Estudio de biodisponibilidad de las diferentes formulaciones
conteniendo ABZ
3.3.1. Reactivos, material y equipo

» Agua HPLC.

» Diclometano, Mallinckrodt HPLC, Lote 4879KVBB.

> Eter, J. T. Baker, Lote 9240-03.

» Cloroformo, J. T. Baker, Lote 9180-03.

» Metanol, Mallinckrodt HPLC, Lote 3041-10.

» Dimetilsulféxido (DMSO), Merck, Lote 9269003.

> Acido Férmico, Fluka, Lote 06440.

» ABZSO estandar. Hecho por la M. en C. Alicia Hernandez Campos.

» Centrifuga Beckman, TJ-6.

» Desionizador Milli Q, Millipore, P15052.

» Sonicador.

» Ultracongelador Revco, Kendro, ULT1786-3-A39.

» Vortex Multipulse, Glas-Col, 099A VBA4.

» Cromatégrafo de Liquidos Finnigan Surveyor acoplado a un Espectrométro
de Masas Finnigan LCQ Advantage Max.

» Columna C18, Phenomenex, Gemini 100x 4.6 mm i.d., Sum.

» Pre-Columna C18, Phenomenex, 4x 30 mm i.d.

» Balanza Analitica, Sartorius, CP225D.

» Micropipetas. BIOHT PROLINE de 100-1000 pL y 20-200 pL

» Cateter, Terumo, 24Gx 34" .

» Canula de Alimentacion para Neonato.

» Tubos heparinizados.

» Tubos eppendorf de 2 mL.

» Material de Curacion.

23



3. PARTE EXPERIMENTAL

3.3.2. Preparacion de Soluciones

3.3.2.1.  Preparacién de acido formico 20 mM

En un matraz aforado de 500 mL colocar agua HPLC y adicionar 385 L de acido

formico y llevar al aforo.

3.3.2.2.  Preparacion de la solucion de extraccion.

éter/diclorometano/cloroformo (60:30:10; v/v)

En una probeta de 500 mL medir 300 mL de éter, adicionar 150 mL de
diclorometano y 50 mL de cloroformo.

3.3.2.3.  Preparacién de Soluciones Stock
> Solucién stock de sulféxido de Albeldazol: Solucién de sulféxido de

Albeldazol (ABZSO) conteniendo 1 mg/mL. Pesar 10 mg de ABZSO vy
disolverlos en 2 mL de DMSO y 1mL de cloroformo; aforar a 10 mL con

metanol. Sonicar por 30 min.

» Solucién stock de mebendazol: Preparar una solucién de mebendazol
(MBZ) de 500 pg/mL. Pesar 5 mg de MBZ y disolverlos en 2 mL de DMSO y
1 mL de cloroformo; aforar a 10 mL de metanol. Sonicar por 30 min.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.3.2.4.  Preparacioén de las soluciones estandar

Soluciones estandar de ABZSO

» Soluciéon estandar 1 de ABZSO (100 pug/mL): De la solucién stock de ABZ,
tomar 1 mL y aforar a 10 mL con la mezcla 70:30 metanol/agua adicionada
con un 5% de cloroformo (V/V) (Mezcla de Disolucién, MD).

» Solucién estandar 2 de ABZSO (10 pg/mL ): de la solucién estandar 1 tomar
imL y aforar a 10 mL con MD.

» Solucién estandar 3 de ABZSO (1 pg/mL ): de la solucion estandar 2 tomar

1 mLy aforar a 10 mL con MD.

Soluciones estandar de mebendazol (MBZ)

» Solucién estandar 1 de MBZ (10 ug/mL): tomar 200 pL de la solucién stock
de MBZ vy aforar a 10mL con metanol.

> Solucién estandar 2 de MBZ (2.5 pug/mL): tomar 2.5 mL de la solucién
estandar 1 y aforar a 10 mL con metanol.

» Solucién estandar 3 de MBZ (0.4 pg/mL): tomar 800 pL de la solucién

estandar 1 y aforar a 20 mL con metanol.
3.3.2.5.  Preparacién de soluciones de trabajo
En la Tabla 4 se presenta la preparacion de las soluciones para la curva de

calibracion de ABZSO en plasma de conejo, mientras que en la Tabla 5 se

presenta la preparacion de los puntos control de ABZSO en plasma de conejo.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

Tabla 4. Preparacion de las soluciones de trabajo de la curva de calibraciéon en

plasma

Solucién
Utilizada de
ABZSO

(ng/mL)
Std 3 (1)

Alicuota
ML

de MD
ML

Volumen

Conc.
Parcial

ug/mL

Alicuota
ML

Volumen
de
PLASMA
ML

Std 2 (10)

Std 2 (10)

Std 2 (10)

Std 1 (100)

Std 1 (100)

(

Std 1 (100)
(
(

Std 1 (100)

Conc.: Concentracion.

MD: Mezcla de disolucién (70:30 metanol/agua adicionada con un 5% de cloroformo (V/V)

Tabla 5. Preparacion de las soluciones de trabajo de los puntos control (Puntos

control PC) en plasma

PC Solucion | Alicuota | Volumen Conc. Alicuota | Volumen
En utilizada uL de MD Parcial uL de
Plasma [J de ABZSO pL ug/mL PLASMA
ML
PCB Std 1 750 250 0.75 100 900 0.075
PCM Std 2 800 200 8.00 100 900 0.800
PCA Std 3 400 600 40.00 100 900 4.000

MD: Mezcla de disolucién (70:30 metanol/agua adicionada con un 5% de cloroformo (V/V).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.3.3. Método Analitico

El método analitico utilizado para la cuantificacion de ABZSO en plasma fue por
cromatografia de liquidos masas/masas, previamente desarrollado, el cual se

describe a continuacion:

» En tubos de rosca de 10 mL colocar 200 pL de las muestras.
» Anadir (100 pL de Estandar Interno MBZ; 400 ng/mL).
> Agitar 10 segundos.
» Adicionar 4.5 mL de éter/diclorometano/cloroformo, 60:30:10 v/v.
> Agitar 5 minutos en vortex.
» Centrifugar por 30 min a 3000 rpm.
> Decantar la fase organica.
» Evaporar bajo corriente de nitrégeno por 40 min en bano Maria a 65 °C.
» Reconstituir con 160 pL de una solucion de metanol: agua 70:30 (v/v).
> Inyectar 20 pL al sistema, empleando las siguientes condiciones:
o Fase Mévil: Metanol : Agua plus con 20 mM Acido Férmico (70:30
(V/V))
o Velocidad de flujo a 0.7 mL/min.
o Columna cromatografica: Phenomenex C18 5 um (100x4.6 mm)
o Precolumna: Phenomenex C18 de 4x3 mm.
o Tiempo de corrida: 5.5 minutos.
o Temperatura del horno de la columna: 48 °C.

o Temperatura de automuestreador: 3 °C.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

Condiciones de ionizacion:
o Fuente de ionizacion: Electro spray en modo positivo (ES+)
o Tipo de Monitoreo: Selected reaction monitoring
o ABZSO: 16n precursor 282 m/z, 16n producto 240 m/z
o Mebendazol: I6n precursor 296 m/z, 16n producto 294 m/z

3.3.3.1. Validacién del método analitico

Considerando que el método analitico ya se encontraba disponible en el
laboratorio, en el presente trabajo se llevd a cabo una validacién parcial. Los

parametros a evaluar fueron: linealidad, precisién y exactitud.>®
La metodologia a seguir fue la siguiente:

> Linealidad:
Para comprobar la tendencia lineal del sistema se prepararon tres curvas
de calibracion de ABZSO en plasma de conejo en el intervalo de 0.05 a 5.0
ug/mL. Los datos de respuesta vs concentracion se ajustaron al mejor
modelo. Se calcul6 la pendiente, el intercepto y el coeficiente de correlacion
de cada una de ellas.

Se establecié el modelo al cual se ajustan los datos utilizando como criterio
la suma de cuadrados residuales. Se calculd el coeficiente de variacién
porcentual (%CV) y el porciento de desviacion estandar absoluta (% DEA) a
cada nivel.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

El criterio de aceptacion: EI modelo elegido es aquel cuya suma de
cuadrados residuales sea el mas pequeno con respecto a los otros modelos
probados y que su coeficiente de correlacién sea r’ = 0.98; también, que la
desviacion estandar absoluta en cada nivel de concentracidbn menor o igual
que el 15 % excepto para el valor mas bajo, que puede ser hasta del
20%.%8:%

Precision: Repetibilidad

Se analizaron en un mismo dia, y por quintuplicado, los puntos control alto,
medio y bajo (ug/mL) y se extrapolaron en una curva de calibracion

preparada el mismo dia de analisis.

Se determind la cantidad recuperada promedio, la desviacién estandar y el
coeficiente de variacion. El coeficiente de variacion no debe ser mayor que
el 15%.

Precision: Reproducibilidad

Analizar por quintuplicado durante 3 dias diferentes los puntos control
(ug/mL). Cada dia de estudio preparar y analizar una curva calibracién.
Determinar la cantidad recuperada promedio, la desviacion estandar y el
coeficiente de variacion el coeficiente de variacion no debe ser mayor que
el 15%.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

» Exactitud

Se evalud a partir de los datos de tres curvas de calibracién, se calculo el
porcentaje de desviacion estandar absoluta para cada concentracion

utilizando la siguiente ecuacion:

DEA % Concentracién nominal — concentracién experimental *100
Concentracion nominal

Criterio de aceptacion: El valor de desviacion estandar absoluta debe ser
menor al 15% y de 20% para el punto mas bajo de la curva de

calibracién.®®

3.3.4. Estudio de biodisponibilidad de los complejos conteniendo ABZ

3.3.4.1. Estudio de farmacocinética en Conejos

El estudio se llevo a cabo en 12 conejos machos de Nueva Zelanda, de 2.5
a 3.5 kg de peso.

Los conejos se dividieron en 2 grupos de 6 conejos cada uno. En el Primer
periodo se les administrd a los 2 grupos Zentel suspension a una dosis de
12.5 mg/kg. En el segundo periodo al grupo 1: ABZ-CD+5%PVP y al grupo
2: ABZ-BCD+5%PEC. Estas formulaciones se dispersaron en agua y se
administré una dosis equivalente a 12.5 mg/kg de Albendazol. (Tabla 6)
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3. PARTE EXPERIMENTAL

La administracion fue por via Oral utilizando una sonda de alimentacion.

Se tomaron muestras sanguineas de 1mL a los siguientes tiempos: Blanco
(tiempo 0), 20 min, 40 min, 1 h, 1.5 h,2h,3.5h,5h, 8 h, 12hy 24 h. Las
muestras se tomaron en la vena marginal del conejo utilizando un catéter

24Gx 34" y tubos heparinizados.

Las muestras se centrifugaron a 3500 rpm durante 15 min para separar el
plasma, el cual se almacen6 a -70°C sin conservadores en tubos Eppendorf
de 2 mL hasta el momento de su andlisis, utilizando el método previamente

re-validado.

Entre la administracion del primer periodo y la administracion del segundo
periodo se dejo un tiempo de lavado de 15 dias.

En la Figura 3 se esquematiza el procedimiento empleado para el estudio
de biodisponibilidad.

Para obtener la concentracién a cada tiempo de muestreo, los valores de

respuesta se interpolaron en una curva de calibracién.

Para determinar los parametros farmacocinéticos se utilizo el programa

Win Non Lin versién 4.0.

Para determinar si existian diferencias significativas entre las formulaciones

y el Zentel, se utilizé un analisis de varianza de una via.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

Tabla 6. Estudio de biodisponibilidad. Disefio de experimento utilizado

B Tratamiento en _
Formulacién #de ) Tratamiento en el
. el primer )
de Prueba conejo ) segundo periodo
periodo

>

> = = = = =Q = = = > >
Of O Of Of O Off ©O| W ©O| | | ©

A: Zentel; B: ABZ-BCD-5%PVP; C: ABZ-BCD-5%PEC



3. PARTE EXPERIMENTAL

Pesar
conejos

los

Conejos de 2.5a 3.5
kg. Machos

18 h De ayuno y agua
ad libitum. Previo al
estudio

A 4

Durante el estudio sélo
se les dara agua ad
libitum y alimento
después de 8 h de la
administracion del
farmaco.

Canular al Conejo en la vena
marginar de la oreja del conejo
y tomar la muestra de sangre
(1.5ml) al tiempo 0.

v
A

Administrar Zentel o
formulaciones ternarias
una Dosis: 12.5 mg/kg

La administracién sera
con una canula
esofagica

Muestreo por 24 h. En los siguientes
tiempos:

0.33h
0.66 h
1.0 h
1.5h

A

Separar el plasma de las muestras,
almacenarlas para su
posteriormente analisis.

]
2

3

4

5. 2.0h

6. 3.5h

7. 5.0h

8. 8.0h

9. 12.0h
10. 24.0 h

Figura 4. Estudio de farmacocinética del Albendazol en conejo.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.

Estudio de perfiles de disolucién

En la Tabla 7 se presentan los resultados de linealidad y precisién del método

analitico para la cuantificacién de Albendazol en el medio de disolucion. Se puede

observar que en las 3 curvas el valor de coeficiente de correlacién es mayor a 0.99

Asi mismo, el error relativo debido a la regresion es de 0.8654% lo cual

documenta la linealidad del método en el rango de 2-20 pg/mL.

Al evaluar el coeficiente de variacion del factor respuesta se encontré que en

todos los casos el valor fue menor al 2%, por lo que el método cumple con los
criterios marcados en la NOM-177-SSA-1998.
Tabla 7. Resultados de linealidad y precision.

Linealidad

0.076

0.075

ABS

Concentracién( g/mL Curva1 H Curva2 H Curva3 H Promed|o H CV

0.075

Precision

0.075600

0.149

0.150

0.149

0.149333

0.226

0.225

0.226

0.225667

0.297

0.296

0.296

0.296333

0.373

0.372

0.372

0.372333

0.589

0.588

0.588

0.588333

0.729

0.728

0.729

0.728667

0.99986

0.99988

0.99988

0.99988

0.0362736

0.036329

0.036311

ERDR (%) 0.865388

ABS:absorbancia.
ERDR: Error relativo debido a la regresion.

0.005777

0.005369

0.005675
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 8 se presentan los resultados para determinar la exactitud del método,

para cuantificar Albendazol en el medio de disolucion. Se puede observar que

%DEA en todos los puntos de la curva es menor al 3 %, por lo que se cumple el

criterio establecido.

Tabla 8. Resultados de exactitud del método espectrofotométrico para

cuantificacién del Albendazol en el medio de disolucién.

Exactitud

Conc. . i
Concentracion experimental (ug/mL)

Nominal

G| o Tomer Joas

Promedio

0.494
0.466
0.243
0.090
0.065
0.046
0.038

Promedio=

la
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4 1.1. Disolucion de formulaciones ternarias.

En la Tabla 9 se presentan los resultados de porcentaje disuelto de Albendazol de
las diferentes formulaciones evaluadas. La grafica correspondiente se presenta
en la Figura 5. En ella se puede observar que la velocidad de disolucion de las
formulaciones fue menor que la del producto de referencia. Ello puede deberse a
que las formulaciones bajo estudio se comprimieron directamente sin la adicién de
excipientes, mientras que el Zentel, al ser un producto comercial, contiene una

serie de excipientes que pueden mejorar su disolucién.

Tabla 9. Valores promedio de cantidad disuelta (Di) de ABZ de las formulaciones

ABZ-B-CD+5% ABZ-B-

PVP

0

CD+5%PEC

0

18.90(£3.29

10.80(+0.61

25.39(+4.50

)
14.84(0.64)

18.43(+0.

)
)
32.50(+6.53)
)
)

56.78(+10.2

29.48

(
(

(
44.66(£3.32
(

(1

66.43

35.95

(
(
(0.8
23.35(+1.28
(x2.34
(+1.73
(x2.54

4)
)
)
)
)

44.73

TMD (min)

9.04958333

2)
78.55(x12.1)
30.08652011

TMD: Tiempo medio de disolucion (63.3% disuelto)
DE: Desviacion estandar.

N/C: No calculado

N/C

36



4. RESULTADOS Y DISCUSION

Perfiles de Disolucion de Formulaciones

o A
3
2
(=)
X
-10 10 30 50 7l an

Tiempo (min)

—e—Sus. Zentel —a— AL B-BetaCD+5% PVYP —a— ALB-BetaCD-5% PEC

Figura 5. Perfiles de disolucion de los productos conteniendo ciclodextrina y Zentel
(n=6).

41.1.1. Cinética de disolucion de las formulaciones

En los resultados obtenidos al aproximar los datos a los 4 modelos cinéticos de
disolucion (modelo de orden cero, modelo de primer orden, modelo de Higuchi y
funcién de Weibull), presentados en la Tabla 10, se puede observar que la suma
de cuadrados residuales son menores y los coeficiente de correlacion son

mayores en los modelos de 1°orden y Weibull.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 10. Modelos Cinéticos de las disoluciones

Ajuste de Modelos
|_OrdenCero | PrimerOrden | Higuchi [ Waeibull

) | sc [ ] sc | @) | sc ] )| sc

Formulacion

Zentel suspensién
Tab de ABZ-BCD+5%PEC
Tab. de ABZ-BCD+5%PVP

SD: suma de cuadrados del residual
r?: Coeficiente de correlacion

En la Tabla 11 se presentan los valores del criterio de Akaike (AIC) calculados
para comparar el modelo de 1°orden y Weibull de cada formulacion, el valor de F
calculada contrastada con una F de Tablas = 6.2561 (a =0.05) como criterio de
decision. En todos los casos, el mejor modelo de disolucidén fue el de primer
orden. Al calcular la constante de disolucion aparente (K), se encontré6 que es

mayor en Zentel lo que indica una disolucién mas rapida.

Diferencias significativas se observaron en las disoluciones de ABZ (P<0.05). El
perfil de disolucion de la formulacién ternaria ABZ-BCD+5%PVP muestra un
incremento en la disoluciéon del ABZ comparado con la formulacién ternaria que
contiene pectina, esto podria ser relacionado a que la formulacién que contiene
PVP favorece la formacion del complejo y por lo tanto refleja una mayor disolucion

debida al polimero hidrosoluble.*

En el caso de la disolucion de la formulacion con el compuesto ternario
conteniendo pectina, este polimero hidrosoluble tiene caracteristicas de formar
geles.***'2 por tanto presenta la menor disolucién de los compuestos ternarios

probados.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Estudios semejantes in vitro para formulaciones que contienen ambroxol o
paracetamol con pectina DE31 mostraron que a un pH=1.2 se presenta una
mayor gelificacion de la formulacion por tanto una menor disolucidon en
comparacion con la disolucion a pH=3, y como nuestra disoluciéon tiene un pH de

1.2 suponemos que se presenta una gelificacion en la disolucién.*?4®

La inclusion de pectina en el complejo ABZ-BCD influye en la velocidad de
disolucién, podria ser debido al alto grado de esterificacion (DE) de la pectina

usada en el complejo. La pectina de alto grado de esterificacion muestra la

formacion de areas hidrofobicas y por tanto reducen la solubilidad.*

Tabla 11. Modelo cinético de disolucién de formulaciones

Formulacion

Suspensién Zentel . Orden 1°
Tab. de ABZ-BCD-5%PEC [}|25.39 . Orden 1°
Tab. de ABZ-BCD-5%PVP [§|133.78| 35.732(§/0.02803 | Orden 1°
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.2. Estudio de biodisponibilidad de las formulaciones
4.2.1. Validacion del método analitico
42.1.1. Linealidad
La eleccién del mejor modelo para ajustar los datos de respuesta vs concentracion
se basd en el ajuste que presentara la menor suma de cuadrados residuales.
Como se observa en la Tabla 12, el modelo matematico log X vs log A

(exponencial) fue el mas adecuado.

Tabla 12. Suma de cuadrados residuales para cada uno de los modelos

Log X vs log A (exponencial) 0.00459

X vs Respuesta (lineal) 3.6747
X vs A (lineal) 2.39034
X vs log A (logaritmica) 0.70555

X: concentracion pg/mL; Respuesta: areas; A: relacion de areas analito y estandar interno

En la Figura 6 se muestran las curvas de calibracion en plasma para el ABZSO. Al
utilizar el modelo en cada nivel de concentracion de la curva de calibracion del
analito se cumplié con el criterio de aceptacion. Lo que nos indica que el método

es lineal en un rango de 0.05 a 5.0 ng/mL.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 13 se presentan, los valores de pendiente, la ordenada al origen y el
coeficiente de correlacion de cada una de las curvas de calibracién. Los valores de
coeficientes de correlaciéon para cada una de las curvas fueron superiores a 0.98,
ademas el %CV no excede el 15% en cada uno de los puntos de la curva lo que
indica que el método es lineal en el rango de concentraciones estudiado.

Tabla 13.Curvas de calibracion en plasma para determinar Linealidad.

HH“H-
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Curva 1

Curva 2

Curva 3

Relacion de areas, ABZSO/SI

Relacién de areas, ABZSO/SI

Relacién de areas, ABZSO/SI|

m- Puntos experimentales
Linea de ajuste

y = 0.8834x+0.6003, r’=0.9989

T T
0.1 1

Concentracion, mcg/mL

m--- Puntos experimentales
Linea de ajuste

y=0.9258x+0.5902, r*=0.9981

T T
0.1 1

Concentraciéon, mcg/mL

m--- Puntos experimentales
Linea de ajuste

y = 0.9002x+0.6454, r*=0.9974

0.1 1
Concentraciones, mcg/mL

Figura 6. Analisis de linealidad con el modelo de mejor ajuste. y = log relacion de
areas, x=log de la concentracién, Sl: estandar interno, ABZSO: sulféxido de ABZ.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.2.1.2. Precision (repetibilidad y reproducibilidad)

En las Tablas 14 y 15 se presentan los datos de repetibilidad y reproducibilidad
respectivamente. En éstas se puede observar que los coeficientes de variacion
para cada nivel de concentracidén, no exceden el 15% lo que indica que existe

poca variabilidad en los resultados obtenidos al aplicar el método repetidas veces.

Tabla 14. Repetibilidad del método analitico

Concentracion y
. Concentracion recuperada pg/mL
nominal

pug/mL 1 2 3 4 5 Promedio

0.075
0.800
4.000
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 15. Reproducibilidad del método analitico

— | T Fosousigmn | FomGstigmh | _FoAw@woigmD |

No. Concentracion Concentracion Concentracion
Replica recuperada recuperada recuperada

0.0591 0.7340 3.0250

0.0652 0.6819 3.1825

0.0648 0.9956 4.2690

0.0669 0.9711 2.9834

0.0767 0.8234 3.0057

0.0724 1.1415 2.9352

0.0891 0.8369 3.4227

0.0821 0.8736 3.4386

0.0713 0.9141 3.3841

0.0670 0.7780 3.3234

0.0677 0.8932 3.6675

0.0828 0.7807 3.0588

0.0721 0.8687 3.3080

0.0089 0.1264 0.3793

12.3069 14.5526 11.4670
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

421.3. Exactitud del método

Al utilizar el modelo en cada nivel de concentracion de la curva de calibracion para

el ABZSO se cumplié con el criterio de aceptacion la DEA no mayor a 15% y

para la concentracion mas baja, menor al 20%. Los datos se muestran en la Tabla

16.

Tabla 16. Evaluacion de la exactitud de las curvas de calibracion

Concentracion Réplica 1 Réplica 2
nominal Concentracion || Concentracion
g/mL experimental | experimental

Réplica 3
Concentracion
experimental

Réplica 1
% DEA

Réplica 2
% DEA

Réplica 3
% DEA

Promedio

4.2.2. Analisis farmacocinético de ABZSO

En la Tabla 17 y 18 se muestra los resultados de concentraciones plasmaticas de

sulfoxido y en la Figura 7 y 8 se presenta el perfil con el promedio de las

concentraciones plasmaticas vs tiempo por grupo respectivamente. En ellas se

puede observar que las formulaciones ternarias presentan igual perfil

Zentel; sin embargo, la variabilidad es menor con las formulaciones ternarias.

que el
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Tabla17. Valores promedio de la concentracion plasmatica de ABZSO después de
la administracién de una dosis de 12.5 mg/kg de Zentel y el complejo Albendazol
ABZ-BCD+5%PVP.

Con la administracién de Con la administracién de
suspension Zentel formulacién ABZ-BCD+5%PVP

Conc. Conc.
Promedio Promedio
g/mL g/mL

191.690
141.182
83.922
55.309
38.520
27.426
23.512
26.351
32.274
114.135

Conc. Promedio: Concentracién promedio plasmatica.
DE: Desviacion estandar
%CV: % coeficiente de variacion

Perfil farmacocinético del grupo1

|
E
=)
o
£
c
©
o
s
c
@
o
c
o
O 1 T T T T |
0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)

\ —e— Sus. Zentel —s— ABZ-Beta-CD+5%PVP \

Figura 7. Valores promedio de la concentracion plasmatica de ABZSO al

administrar una dosis de 12.5 mg/kg de Zentel y el complejo ABZ-BCD+5%PVP.
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Tabla18. Valores promedio de la concentracion plasmatica de ABZSO después de
la administracién de una dosis de 12.5 mg/kg de Zentel y el complejo Albendazol
ABZ-BCD+5%PEC

Con la administracién de Con la administracién de
suspension Zentel formulacion ABZ-BCD+5%PEC

Conc. Conc.
Promedio Promedio
a/mL g/mL

0
101.093 73.341
72.583 40.664
66.538 42.381
56.558 34.935
55.834 21.159
38.668 27.486
40.811 15.236
40.743 20.580
44.430 26.566
106.063 118.220

[ ] Promedio: Concentracién promedio plasmatica ng/mL.
DE: Desviacion estandar.
%CV: % coeficiente de variacion.

Perfil farmacocinético del grupo 2

0 5 10 15 20 25

Concentracion mcg/mL
o N ES (o)) (o0}

Tiempo (h)

—— Sus. Zentel —a— ABZ-Beta-CD+5%PEC

Figura 8. Valores promedio de la concentracion plasmatica de ABZSO al

administrar una dosis de 12.5 mg/kg de Zentel y el complejo ABZ-CD+5% PEC.
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Para obtener los parametros farmacocinéticos se utilizaron los datos individuales

de concentracion plasmatica vs tiempo y se analizaron utilizando un modelo no

compartimental (MNC); este modelo ofrece la ventaja de no requerir una funcién

matematica que describa la farmacocinética del farmaco, ni de la introduccién de

parametros iniciales para su modelaje.

En las Tablas 19 y 20 se muestran los parametros farmacocinéticos de los grupos

1y 2 respectivamente. Los datos muestran un coeficiente de variacion mayor en

el Zentel comparado con la formulacion ternaria en ambos grupos y en casi todos

los parametros farmacocinéticos.

Tabla 19. Valores promedio de los parametros farmacocinéticos del sulfoxido

después de la administracion oral de 12.5 mg/kg en los conejos del grupo 1

oo o e o

Parametro

ti2 (h)

Tmax (h)
Cmax (ug/mL)
AUC 0-t (hugmL™)
AUC 0-inf (hugmL
)

MRT 0-t (h)

DE desviacion estandar

%CV coeficiente de variacion porcentual

Ty, tiempo de vida media

Tmax (h) tiempo en que alcanza la concentracién plasmatica maxima.
Cmax (ug/mL) concentracion plasmatica maxima.

AUC 0-t (hugmL™") &rea bajo la curva de 0 al tiempo t

AUC 0-inf (hugmL™) rea bajo la curva de 0 a infinito(inf)

MRT 0-t (h) tiempo médio de residénciade O a t
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Tabla 20. Valores promedio de los parametros farmacocinéticos del sulfoxido
obtenidos después de la administracion oral de 12.5 mg/kg en los conejos del
grupo 2

ABZ-BCD-5%PEC

Suspensién Zentel

Parametro

ti2 (h)
Tmax (h)
Cmax (ug/mL)

AUC 0-t (hugmL™)
AUC 0-inf (hugmL™)
MRT 0-t (h)

DE desviacién estandar.

%CV coeficiente de variacion porcentual.

11,2 tiempo de vida media.

Tmax (h) tiempo en que alcanza la concentracién plasmatica maxima.
Cmax (ug/mL) concentracién plasmatica maxima.

AUC 0-t (hugmL™") &rea bajo la curva de 0 al tiempo t.

AUC 0-inf (hugmL™) 4rea bajo la curva de 0 a infinito(inf).

MRT 0-t (h) tiempo médio de residéncia de 0 a t.

Para determinar  si existe diferencia significativa de los pardmetros
farmacocinéticos entre las formulaciones y Zentel de cada grupo se realizd un
analisis de varianza de una via con a=0.05 el valor de F tab para todas las
comparaciones fue de 6.61. Los resultados que se presentan en las Tablas 21y
22 muestran estadisticamente que no existe diferencia significativa en

biodisponibilidad del Albendazol en este modelo animal.
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Sin embargo el AUGC,.;, AUCy.« oObtenidas con la administracion con Zentel del
grupo 1y 2, presentaron un %CV de mayor en comparacién con la administracién
de la formulaciones ternarias, esto nos lleva a decir que el complejo ABZ -

Ciclodextrina + el polimero hidrosoluble disminuyen la variacién del Albendazol.

Al comparar los resultados con los obtenidos en otras especies, se ha
encontrado que en rata la t2 es de 6.4 h, mientras que en humano oscila entre 8 y
12 h, lo cual indica una eliminacién del farmaco mas rapida en conejo al igual que

en borrego (t'2 =4-6h) que en laratay humano.*

Los valores de Cmax encontrados en el presente estudio después de la
administraciéon de Zentel se encontraron entre 3 y 4 pg/mL los cuales son
proporcionales a Kalaisevan y colaboradores (2007) quienes administraron 50
mg/kg de zentel a conejos y encontraron valores de Cmax de 13.5 pg/mL. Al hacer
una relacién entre la dosis administrada en ambos estudios se observa que los

valores encontrados en el presente trabajo son proporcionales a los reportados.
Al analizar los resultados de TMR se encontr6 que este es menor que el obtenido

en borregos (13 h) y semejante al de rata las diferencias obtenidas son debidas a
la disposicién del farmaco entre especies.*®
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Tabla 21. Andlisis de una via para los pardmetros farmacocinéticos del grupo 1
Pardmetro Media de Diferencia
Formulacion
evaluado Parametro significativa
t1/2 (h) Zentel Sus.
ABZ-BCD-5%PVP
Tmax (h) Zentel Sus.
ABZ -BCD-5%PVP
Crmax (ug/mL) Zentel Sus.
ABZ -BCD-5%PVP

Zentel Sus.
ABZ -BCD-5%PVP

AUC 0-inf Zentel Sus.
(hugmL'1) ABZ -BCD-5%PVP

MRT 0-t (h) Zentel Sus.
ABZ -BCD-5%PVP

t1,2 tiempo de vida media

Tmax (h) tiempo en que alcanza la concentracién plasmatica maxima.
Cmax (ug/mL) concentracion plasmatica maxima.

AUC 0-t (hugmL™) &rea bajo la curva de 0 al tiempo t

AUC 0-inf (hugmL) rea bajo la curva de 0 a infinito(inf)

MRT 0-t (h) tiempo médio de residénciade O a t
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Tabla 22. Andlisis de una via para los parametros farmacocinéticos del grupo 2
Parametro . Media de Diferencia
Formulacion F cal
evaluado Parametro significativa
tyz () Zentel Sus.
ABZ-BCD-5%PEC
Zentel Sus.
Tmax (h)
ABZ-BCD-5%PEC

Cmax (ng/mL) Zentel Sus.
ABZ-BCD-5%PEC

Zentel Sus.
ABZ-BCD-5%PEC

AUC 0-inf Zentel Sus.

(hugmL'1) ABZ-BCD-5%PEC

MRT 0-t (h) Zentel Sus.
ABZ-BCD-5%PEC

t1,2 tiempo de vida media

Tmax (h) tiempo en que alcanza la concentracién plasmatica maxima.
Cmax (ng/mL) concentracion plasmatica maxima.

AUC 0-t (h*ng/mL) area bajo la curva de 0 al tiempo t

AUC 0-inf (h*ng/mL) &rea bajo la curva de 0 a infinito(inf)

MRT 0-t (h) tiempo médio de residénciade O a t

En el analisis de varianza tanto para el grupo 1 como el 2, ningun parametro
farmacocinético presentd diferencia significativa, por lo que presentan muy
semejante biodisponibilidad entre el Zentel y las formulaciones ABZ-BCD-
5%PVP, ABZ-3CD-5%PEC.
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Existen reportes en la literatura que demuestran que las p-CDs aumentan la

biodisponibilidad de farmacos poco solubles. Los resultados del presente trabajo

no concuerdan con lo anterior. Ello puede deberse a:

1)

2)

La B-ciclodextrina es la menos soluble de la tres ciclodextrinas
naturales.

La proporcién del PVP utilizada fue de 5% sin embargo Loftson y
colaboradores (1998) mostraron que la solubilidad de beta
ciclodextrina se ve disminuida cuando el porcentaje de PVP
adicionado es mayor al 1%.%

Se ha encontrado que la pectina de alto grado de esterificacién da
lugar a la formacién de areas hidrofobicas que se pueden expandir
de tal manera que reducen la solubilidad y por ende la
biodisponibilidad.

A la fecha se cuenta con poca informacién en relaciéon al tracto

gastrointestinal del modelo animal utilizado en el estudio.

Dado que estos son los primeros estudios de ABZ en este tipo de formulacién

seria conveniente llevar a cabo estudios en otras especies animales para

corroborar los resultados.
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5. CONCLUSIONES

Las formulaciones ternarias presentaron una disolucion menor al Zentel, en
el siguiente orden: Zentel > ABZ-B-ciclodextrina+5%PVP > ABZ-B-
ciclodextrina+5%PEC.

Los estudios in vivo demostraron que en el modelo animal estudiado, la
biodisponibilidad del Albendazol no incrementé al formularla en complejos
ternarios conteniendo beta ciclodexirina; sin embargo, la variabilidad

interindividual disminuy®.

No se encontré relacion entre la disolucion y la biodisponibilidad del
Albendazol.
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7. APENDICE

7.1 Apéndice A. Concentraciones plasmaticas en ng/mL del ABZSO a los

diferentes tiempos de muestreo encontrados en conejos del Grupo1. Con la

administracién de Zentel.

Tiempo Conejos Promedio| DE | %CV
(horas) 9 10 21 3 4 5

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.33 | 11.82 | 105.08 | 232.18 | P | 3069.60] 51.86 | 694.11 |1330.53|191.69
0.67 | 36.96 | 612.57 | 370.57 | 380.85 | 3484.98 | 550.35 | 906.04 |1279.17|141.18
1.0 |1174.24]1178.61| 758.97 | 920.59 |4408.18|1388.25| 1638.14 | 1374.75| 83.92
15 |2289.42]2334.92|1251.80 | 1203.29 | 4445.77 | 1600.89| 2187.68 | 1209.98 | 55.31
2.0 |2869.69|2809.73 | 3255.38 | 1408.68 | 4942.68 | 2593.22 | 2979.90 |1147.85] 38.52
3.5 |3604.96 | 2974.87 | 2543.02 | 2978.72 | 5264.24 | 3621.46 | 3497.88 | 959.33 | 27.43
5.0 |3248.56|2351.01)3292.62 | 2657.27 | 4565.30 | 3514.14] 3271.48 | 769.20 | 23.51
8.0 |2646.55|1828.18 | 2645.58 | 2330.93 | 3926.86 | 3229.41| 2767.92 | 729.37 | 26.35
12.0 |1909.24] 1149.95 ] 1790.48 | 1486.97 | 2841.03 | 2493.37| 1945.17 | 627.79 | 32.27
24.0 | 162.30 | 98.81 | 256.01 | 131.89 |1047.78| 206.90 | 317.28 | 362.13 | 114.14

P: muestra perdida

7.2 Apéndice B. Concentraciones plasmaticas en ng/mL del ABZSO a los

diferentes tiempos de muestreo encontrados en conejos del Grupo1. Con la
administraciéon de ABZ-CD+5%PVP.

Tiempo Conejos Promedio DE %CV
(horas) 9 10 21 3 4 5
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.33 82.19 | 897.52 | 459.36 | 1124.73| 719.31 | 87.47 561.76 | 428.93 | 76.354
0.67 | 587.10 |1791.74]1285.68 | 636.69 |1791.39| 170.16 | 1043.79 | 680.35 | 65.18
1.0 |1371.052365.32| 1505.26 | 2577.53 | 2228.02 | 551.62 | 1766.47 | 765.49 | 43.335
1.5 ] 2133.95|2847.51|2486.64 | 1721.82|2475.761291.76 | 2159.57 | 570.19 | 26.403
2.0 |2877.04]2864.36|2687.76 | 1981.28 | 2517.59 | 1625.23 | 2425.54 | 512.16 |21.115
3.5 |3459.39]3300.59|3682.10 | 3328.55 | 3527.54 | 2722.72 | 3336.82 | 331.39 |9.9314
5.0 |2952.55]3248.33|3590.89 |3657.15|3178.40|2786.39 | 3235.62 | 343.30 | 10.61
8.0 |4352.79]2795.27 | 2496.74 | 2832.28 | 2722.85 | 2768.44 | 2994.73 | 675.81 | 22.567
12.0 |1532.99|2017.17]1703.84 | 1729.16 | 1692.022118.81 | 1799.00 | 221.82 | 12.33
24.0 | 212.39 | 262.84 | 451.35 | 126.62 | 261.53 | 387.27 | 283.67 | 117.91 |41.568
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Apéndice C. Concentraciones plasmaticas en ng/mL del ABZSO a los diferentes
tiempos de muestreo encontrados en conejos del Grupo 2. Con la administracion

de Zentel.
Tiempo Conejos
(horas) 6 7 8 12 18 19 PROM DE %CV
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0.33 |2854.83] 22.38 | 321.09 | 3.09 |2452.00]2529.52]| 1363.82 | 1378.73|101.09
0.67 |3393.44| 495.64 |1303.56 | 633.04 |3612.62 |4231.06| 2278.23 | 1653.61 | 72.583
1.0 |3707.39] 941.00 | 1111.01|1399.57 | 3781.83 | 5288.65 | 2704.91 | 1799.79 | 66.538
1.5 [3962.39 | 1296.99]2662.70 | 1834.21 | 4885.78 | 6596.14 | 3539.70 | 2002.00 | 56.558
2.0 ]3942.11]1810.92|3253.20 | 2179.58 | 7650.83 | 6433.56 | 4211.70 | 2351.55 | 55.834
3.5 [3340.96]3125.52 | 3057.13 | 2600.19 ] 5909.99 | 6097.72 | 4021.92 | 1555.19 | 38.668
5.0 |2956.83]2477.04|2654.03 | 2009.14 | 4498.36 | 5558.85 | 3359.04 | 1370.85 | 40.811
8.0 |2428.64|1886.76|2094.14 | 2099.80 | 3477.54 | 4823.87 | 2801.79 | 1141.53 | 40.743
12.0 |1915.67|1031.81|1481.20 | 1677.51 | 2980.11 | 3438.11 | 2087.40 | 927.43 | 44.43
24.0 | 244.37 | 83.23 | 122.82 | 98.45 | 972.55 | 411.90 | 322.22 | 341.76 | 106.06

Apéndice D. Concentraciones plasmaticas en ng/mL del ABZSO a los diferentes
tiempos de muestreo encontrados en conejos del Grupo 2. Con la administracion
de ABZ-BCD+5%PEC.

Tiempo Conejos

(horas) 6 7 8 12 18 19| PROM DE %CV
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.33 17.66| 255.941302.47]1194.24]1916.70 | 1901.08] 1098.02| 805.29 | 73.3406

0.67 914.57]1330.19 | 2819.63 | 2066.05 | 2596.25 | 3117.67 | 2140.73 | 870.50 | 40.6637
1.0 1249.87|1378.01 | 3748.87 ] 2532.18 | 3251.71 | 3708.66 | 2644.89 | 1120.93 | 42.3809
1.5 2082.15|2271.15]4724.34 | 3145.17 | 3970.43 | 5001.32 | 3532.43 | 1234.04 | 34.9345
2.0 3677.22 | 2654.88 | 4987.45 | 3386.08 | 4382.44 | 4213.69 | 3883.63 | 821.72] 21.1587
3.5 2750.08 | 3097.23 | 5685.67 | 4902.51 | 5381.08 | 4755.56 | 4428.69 | 1217.28 | 27.4863
5.0 2696.19 | 2617.17 | 3590.70 | 3495.26 | 3655.28 | 3726.46 | 3296.84 | 502.30 | 15.2357
8.0 2262.29 | 2184.89 | 3251.09] 2771.83 | 3706.19 | 3139.43 | 2885.95| 593.94 | 20.5804
12.0 1933.55|1432.41 | 2553.35] 1879.73 | 2842.50 | 1635.16 | 2046.12| 543.58 | 26.5663
24.0 241.39] 197.72| 839.64| 93.64]1959.83| 291.26] 603.91] 713.95] 118.22

61



	Portada
	Agradecimientos
	Indice General
	Introducción
	1. Antecedentes
	2. Objetivos
	3. Parte Experimental
	4. Resultados y Discusión
	5. Conclusiones
	6. Bibliografía
	7. Apéndice



