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RESUMEN

El albendazol es un farmaco antihelmintico de amplio espectro utilizado para las infecciones
parasitarias. Se ha demostrado que inhibe la polimerizacion de la tubulina, provocando la
degeneracién de los microttbulos y la muerte del parasito. Ademas, debido a su mecanismo de
accion, se ha estudiado como agente anticancerigeno. Sin embargo, su escasa y muy variable
biodisponibilidad son factores limitantes para su uso en enfermedades sistémicas. Aunque la
via oral es la mas comun por su comodidad, la via parenteral representa una buena opcién
para alcanzar las concentraciones plasméaticas deseadas. El objetivo del presente estudio fue
desarrollar dos formulaciones parenterales de albendazol y comparar su perfil farmacocinético
con la administracion oral convencional. Las formulaciones parenterales se desarrollaron
utilizando dos enfoques diferentes: un profarmaco fosfonooximetilado y un sistema de
cosolventes. Después de sintetizar el profarmaco de ABZ, se evalud su solubilidad e hidrélisis
con fosfatasa alcalina. Para la formulacion con cosolventes se seleccion6 una mezcla de
etanol-dimetilacetamida-polietilenglicol 400, y se determind su estabilidad y actividad
hemolitica. El estudio de farmacocinética se llevd a cabo en conejos Nueva Zelanda, a los
cuales se les administraron ambas formulaciones por via intravenosa a dosis de 5 mg/Kg de
ABZ. El profdrmaco se administré por via intramuscular a la misma dosis. Como producto de
referencia se utilizé una suspensién de ABZ por via oral a dosis de 10 mg/Kg. La solubilidad del
ABZ aument6 en 20,000 y 6,000 veces con las formulaciones de profarmaco y cosolventes,
respectivamente. El profarmaco se hidrolizé rapidamente, con una vida media de 8.72 + 0.23
min. La formulaciéon con cosolventes no ocasion6 hemodlisis y fue estable por al menos 12
meses a temperatura ambiente. En el estudio farmacocinético, se encontr6 que ambas
formulaciones parenterales mostraron mayores concentraciones plasmaticas de ABZ durante
las primeras 2 h en comparaciéon con la via oral. La biodisponibilidad absoluta del ABZ oral fue
del 15.5%, mientras que para el profarmaco por via intramuscular fue del 102.6%. La
administracion parenteral de ABZ permitid una mayor exposicion al albendazol. La formulacion
con cosolventes podria ser una buena opcién para el tratamiento tomando en cuenta su

facilidad de preparacion y su buen comportamiento farmacocinético.
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ABSTRACT

Albendazole is a broad-spectrum anthelmintic used to treat parasitic infections. It has been
shown to inhibit tubulin polymerization, resulting in microtubule degeneration and parasite
death. It has also been investigated as an anticancer agent due to its mechanism of action.
However, poor and highly variable bioavailability is a limiting factor for its use in systemic
diseases. Although the oral route is the most commonly used due to its convenience, the
parenteral route represents a good option to achieve the desired plasma concentrations. The
aim of the present study was to develop two parenteral formulations of albendazole and to
compare their pharmacokinetic profile with that of conventional oral administration. Parenteral
formulations were developed using two different approaches: a phosphonooxymethylated
prodrug and cosolvents. For the albendazole prodrug, once synthesized, its solubility and
hydrolysis with alkaline phosphatase were evaluated. A factorial design of experiments was
used for the cosolvent formulation. Stability and hemolytic activity were evaluated. The
pharmacokinetic study was conducted in New Zealand rabbits to which both formulations were
administered intravenously at a dose of 5 mg/kg ABZ. The prodrug was administered
intramuscularly at the same dose. An oral suspension of ABZ at a dose of 10 mg/kg was used
as the reference product.

A 20,000-fold and 6,000-fold increase in albendazole solubility was found with the prodrug and
cosolvent formulations, respectively. The prodrug was rapidly hydrolyzed with a half-life of 8.72
+ 0.23 minutes. The cosolvent formulation did not cause hemolysis and was stable for at least
12 months at room temperature. Both parenteral formulations showed higher albendazole
plasma concentrations during the first 2 h compared to oral administration, even when the oral
dose was doubled. The absolute bioavailability of oral albendazole was 15.5% compared to
102.6% for the intramuscular prodrug. Both parenteral formulations showed a significant
decrease in albendazole sulfoxide formation (ANOVA p<0.05) and allowed for greater exposure
to albendazole. ABZ cosolvent parenteral formulation could be a promising option in systemic

diseases considering its ease of preparation and excellent pharmacokinetic performance.
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1. INTRODUCCION

El albendazol (ABZ) es un antihelmintico de amplio espectro que ha demostrado ser efectivo
contra nemétodos, trematodos y céstodos. En la actualidad, es el farmaco de eleccion para el
tratamiento de las parasitosis intestinales y sistémicas, tanto en humanos como en otras
especies animales. El principal mecanismo de accion es la alteracion del tegumento del
parasito mediante su unién a la tubulina en el sitio sensible a colchicina, inhibiendo su
polimerizacion o su ensamblaje en los microtubulos (Jung Cook, 2012).

Desde hace algunas décadas se ha reportado que, los farmacos que inhiben la polimerizacién
de la tubulina pueden producir efectos anticancerosos, siendo uno de ellos el paclitaxel, el cual
se une a los microtibulos que forman los haces mitéticos durante la metafase, interrumpiendo
el ciclo celular (Khalilzadeh, et al., 2007). Considerando que el mecanismo de accién de los
benzimidazoles es la inhibicién de la beta tubulina, en las Ultimas décadas se ha evaluado su
uso potencial como farmacos oncolégicos. En los ultimos afios, el albendazol ha recibido
especial atencion, ya que ha demostrado su eficacia tanto in vitro como in vivo en modelos
animales en diferentes tipos de céncer, entre ellos, cancer de higado (Pourgholami, et al.,
2001), pulmén (Zhou, et al., 2017), estbmago (Zhang, et al., 2017), colon (Pourgholami, et al.,
2005), pancreas (Chen, et al., 2020), ovario (Pourgholami, et al., 2008) y células de leucemia
(Khalilzadeh, et al., 2007).

A pesar de los resultados promisorios de eficacia, la principal limitante de este farmaco es su
baja solubilidad, lo cual da lugar a una baja y erratica absorcion por via oral y una gran
variabilidad interindividual en las concentraciones en plasma, por lo que resulta de especial
interés el centrar los esfuerzos en el desarrollo de formas farmacéuticas, ya sea para
administracion oral o parenteral, que permitan mejorar su solubilidad y por lo tanto su perfil
farmacocinético (Kang, et al., 2015).

Tomando en cuenta lo anterior, en el presente trabajo se desarrollaron y evaluaron dos
formulaciones de albendazol para administracion parenteral, empleando los siguientes
enfoques: la sintesis de un profarmaco fosfonooximetilado de albendazol y el desarrollo de una

formulaciéon en un sistema de cosolventes.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Albendazol
El albendazol (ABZ) es un antihelmintico de amplio espectro que es efectivo contra nematodos,
trematodos y céstodos. En 1987, Escobedo y colaboradores demostraron que este farmaco es
efectivo para el tratamiento de la neurocisticercosis (NCC) (Jung Cook, 2012). En la actualidad,
es el farmaco de eleccién para el tratamiento de parasitosis intestinales y sistémicas, tanto en
humanos como en otras especies animales (Pranzo, et al.,, 2010). En los Udltimos afios, este
farmaco ha recibido especial atenciéon por su potencial como agente anticanceroso, por los
resultados de eficacia en diferentes tipos de cancer, incluyendo cancer de pulmén de células
pequefias, cancer de préstata, de ovario (Movahedi, et al., 2017) y de pancreas (Shaikh, et al.,
2017). Aunado a lo anterior, el ABZ ha mostrado toxicidad selectiva, es decir, presenta mas
actividad en células cancerosas que en las células sanas, disminuyendo asi los efectos
adversos de la terapia, lo cual lo hace aln mas atractivo para emplearse en el tratamiento de

cancer (Movahedi, et al., 2017).

2.1.1 Propiedades fisicoquimicas

El ABZ, cuyo nombre quimico es N-[5-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-il) carbamato de metilo,
forma parte del grupo de los carbamatos bencimidazolicos junto con el mebendazol y
flubendazol. Es un polvo color blanco con punto de fusién entre 208 — 210 °C (Pranzo, et al.,
2010), muy soluble en &cido acético, cloroformo y dimetilsulféxido y poco soluble en etanol,
metanol y acetona (Jung, et al., 1998).

En la Figura 1 se presenta su estructura quimica, asi como los valores de pKa reportados
(Jung, et al., 1998). Una de las principales limitantes para su uso en enfermedades sistémicas
se debe a su baja solubilidad acuosa (0.81 pug/mL por lo que su via de administracion es
exclusivamente extravascular. De acuerdo con el sistema de clasificacion biofarmacéutica, el
ABZ es un farmaco clase 2 (Takagi, et al., 2006), por su baja solubilidad acuosa y un valor de
log P de 3.46 (Rivera, et al., 2007).

El ABZ presenta dos estructuras polimorficas, la forma | que es la forma metaestable a
temperatura ambiente y es mas soluble y la forma Il que es un polimorfo enantiotrépico estable.
Es por ello por lo que se debe especificar las condiciones de almacenamiento del ABZ
comercial (forma 1), para evitar la transicion a la forma estable. Se recomienda mantenerlo de
preferencia en refrigeracion, asi como cuidar de no recuperar el polvo después de disolverlo, ya

que la transicion ocurre mas facilmente en solucién (Pranzo, et al., 2010).
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Figura 1. Estructura y valores de pKa del ABZ. En la estructura A el ABZ est4 ganando un

protén en un nitrégeno basico, mientras que en la estructura C esta perdiendo un proton.

2.1.2 Farmacocinética

La absorcion del albendazol en el tracto gastrointestinal es baja y erratica debido a su baja
solubilidad. La mayor parte se absorbe en el estbmago ya que a pH acido predomina la forma
mas soluble. A pesar de que a pH intestinal se encuentra mayoritariamente en su forma
ionizada, debido a su alta liposolubilidad, la fraccién no ionizada puede atravesar facilmente la
membrana y desplazar el equilibrio para que se siga absorbiendo (Jung, et al., 1998).

El ABZ presenta una baja biodisponibilidad debido a su baja solubilidad y a que sufre un
extenso metabolismo de primer paso a través de las enzimas flavin mono-oxigenasas (FMO) y
el citocromo P450, principalmente el CYP 3A4 (Rawden, et al., 2000). El principal metabolito es
el sulféxido de albendazol (ABZSO), el cual también posee actividad antihelmintica.
Posteriormente, el ABZSO se oxida mediante el mismo citocromo produciendo la sulfona de
albendazol ABZSO., la cual es inactiva (Jung Cook, 2012). Las estructuras de los metabolitos
se muestran en la Figura 2.

El sulféxido de albendazol se considera el responsable tanto de la actividad cisticida como de
los efectos adversos causados después de la administracion de albendazol. Dicho metabolito
presenta un centro quiral en el a&tomo de azufre y su farmacocinética es enantioselectiva. En los
humanos, el enantiémero (+)-ABZSO representa el 80 % del area bajo la curva (ABC) total.

(Sotelo & Jung, 1998). Ademas, este enantiomero es el principal responsable de la actividad




UN/M§S

BTRIOTARD T\ / oA,
USSR/ TV

Cieneins Quimicas
cisticida, en primer lugar, porque es el que logra atravesar en mayor proporcion al liquido
cefalorraquideo, ademéas de que presenta mayor afinidad por los blancos moleculares del
parasito (Paredes, et al., 2013).
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Figura 2. Metabolismo del albendazol

Tras la administracion de una dosis Unica de 400 mg de ABZ en voluntarios mexicanos sanos,
se encontrd una absorcion rapida con un tmax que va entre 45 min y 1.5 h. La concentracion
plasmatica maxima (Cmax) de ABZ fue de 22.85 + 15.35 ng/mL, mientras que la concentracion
plasmatica maxima del metabolito ABZSO se presenta entre las 2 y 3 h, con un valor de Cmax
de 287.16 + 120.46 ng/mL. En ambos casos, los valores de Cmax Yy area bajo la curva presentan
alta variabilidad interindividual (Soto Romo, 2018). Dicha variabilidad esta relacionada a la baja
solubilidad que conlleva a una absorcion errdtica mas que a diferencias en el metabolismo
(Jung Cook, 2012). Esta misma variabilidad interindividual se ha encontrado después de la

administracién de una dosis de 10 mg/kg a pacientes con neurocisticercosis, en los cuales, la
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concentracion de ABZSO en el estado estacionario fue de 1625 + 765.9 ng/mL (Osorio, et al.,
2019).

Al administrar el ABZ conjuntamente con alimentos ricos en grasas se observa un aumento en
la absorcién, lo cual se debe a que las grasas favorecen la secrecién de sales biliares que con
su efecto tensoactivo favorecen su solubilidad y su disolucion (Sotelo & Jung, 1998).

Una vez en sangre, el albendazol se une extensamente a la albumina plasmética (entre 89 y 91
%), mientras que el ABZSO se une entre un 62 y 77 %. EI ABZSO permea a través de la
barrera hematoencefélica, por lo que se encuentran altas concentraciones en liquido
cefalorraquideo (Jung Cook, 2012). Esto a pesar de que el ABZSO es un sustrato de la
proteina de eflujo BCRP (Breast Cancer Resistant Protein), que es una proteina que favorece
la salida del fArmaco de aquellas células que expresan el transportador (Merino, et al., 2005).
En contraste, el ABZ no es un sustrato ni un inhibidor de la glicoproteina P (Merino, et al.,
2002), ni de la BCRP (Merino, et al., 2005).

La vida media de eliminacién del ABZSO en pacientes con NCC oscila entre 10 y 15 h (Jung
Cook, 2012). En sujetos sanos, tras la administracion de una dosis Unica de 400 mg de ABZ
con alimentos, la vida media de eliminacién de ABZ oscilé entre 2.0 y 3.0 h, mientras que la
vida media para el ABZSO fue de 10.5—-12.6 h (Ochoa, et al., 2021).

2.1.3 Farmacodinamia

El principal modo de accién del ABZ es la alteracion del tegumento del parasito mediante su
union a la tubulina en el sitio sensible a colchicina, inhibiendo su polimerizacion o su
ensamblaje en los microtabulos (Jung Cook, 2012). Debido a que los microtubulos del
citoplasma estan implicados en la absorcién de glucosa tanto en las larvas como en los
pardsitos adultos, la unién de los benzimidazoles ocasiona la pérdida de reservas de glucdgeno
y por tanto lleva a la muerte del parasito (Sotelo & Jung, 1998).

La dosis recomendada para tratamiento de neurocisticercosis es de 15 mg/Kg/dia dividida en 2

dosis cada 12 h por un periodo de 8 dias (Sotelo & Jung, 1998).

2.1.4 Toxicidad
En los estudios en modelos animales de ratdn, rata y perro se ha demostrado que después de
una dosis de 30-40 mg/Kg por 4 a 90 dias se presenta dificultad para ganar peso, anemia,
leucopenia e hipercolesterolemia (Dayan, 2003). En los mismos modelos, no demostré tener

actividad genotoxica ni carcinogénica. Sin embargo, presentd actividad teratogénica en
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modelos de rata y conejo, por lo que no se recomienda su uso en mujeres embarazadas
(Dayan, 2003) (Sotelo & Jung, 1998).

En general, el ABZ es bien tolerado en su uso clinico a las dosis recomendadas. Las
reacciones adversas mas comunes son dolor estomacal, diarrea, ndusea, vomito y dolor de
cabeza. Cuando se usan dosis altas y/o por periodos de tiempo largo pueden aparecer

anormalidades en la funcion hepatica, leucopenia y alopecia (de Silva, et al., 1997).

2.2 REPOSICIONAMIENTO DEL ALBENDAZOL EN CANCER
La manera tradicional de desarrollo de farmacos involucra la identificacion y validacion de la
eficacia y seguridad de nuevas entidades moleculares, lo cual es un proceso que consume
tiempo y dinero. A pesar de los avances tecnocientificos y de la gran inversién en el desarrollo,
el nimero de nuevos farmacos introducidos en la clinica no ha aumentado significativamente.
Aunado a lo anterior, el tiempo promedio requerido para el desarrollo de nuevos farmacos ha
aumentado de 9.7 afios a 13.9 afios (Shim, 2014).
Es por esta raz6on que se buscan otras alternativas para la investigacion de nuevos
tratamientos y una de ellas es el reposicionamiento de farmacos. Esta técnica se refiere a la
investigacion de nuevos usos terapéuticos para moléculas ya conocidas, lo cual permite un
desarrollo més rapido y reduce costos, ya que se inicia con un farmaco bien caracterizado y
que ha sido evaluado al menos en modelos preclinicos en cuanto a seguridad (Pushpakom S,
2019).
El reposicionamiento puede producirse a través de 3 vias generales: la serendipia, la busqueda
de nuevos usos basados en el mecanismo de accién de la molécula o el empleo de bases de
datos para buscar posibles interacciones entre las moléculas y proteinas blanco (Shim, 2014).
Un ejemplo de reposicionamiento basado en el mecanismo de accién de la molécula es el caso
del albendazol. Dado que existen diferentes moléculas que han demostrado actividad
antitumoral y cuyo mecanismo de accion es la union a la tubulina, los bencimidazoles (BZ) han
sido evaluados para su uso potencial como farmacos oncolégicos (Khalilzadeh, et al., 2007).
Desde 1985 se ha reportado la actividad de los BZ contra diferentes tipos de células
cancerosas, entre los que se encuentran las de higado (Pourgholami, et al., 2001), pulmén
(Zhou, et al., 2017), estobmago (Zhang, et al., 2017), colon (Pourgholami, et al., 2005), pancreas
(Chen, et al., 2020), ovario (Pourgholami, et al., 2008) y células de leucemia (Khalilzadeh, et al.,
2007). Un ejemplo de esto es el reporte de Pourgholami y colaboradores en 2001, los cuales
llevaron a cabo estudios in vitro e in vivo para evaluar la actividad inhibitoria del albendazol

sobre carcinoma hepatico. En él, los autores encontraron que para ejercer la actividad in vivo la
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dosis requerida fue de 300 mg/Kg por dia de ABZ, argumentando que la dosis tan alta puede
ser debida al extenso metabolismo del farmaco (Pourgholami, et al., 2001).

En 2005, el mismo grupo de trabajo evalu6 la actividad de ABZ, el ABZSO vy la sulfona, en
células de cancer de colon, encontrando que el ABZSO presentd menor actividad que el ABZ,
mientras que la sulfona de albendazol fue inactiva. Se demostré que el ABZ induce apoptosis
ya que después del tratamiento se activo la caspasa-3, la cual es una molécula importante para
la produccion de apoptosis (Pourgholami, et al., 2005).

En los afios 2008 y 2009 se publicaron estudios en los que se demostrd la eficacia del ABZ
contra cancer de ovario en modelos in vitro e in vivo. En estas publicaciones se reporté también
gue el ABZ disminuye la concentracion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
gue es una molécula clave relacionada con la angiogénesis (Pourgholami, et al., 2008).

En 2011, Patel, et al, mostraron que el albendazol induce dafio al ADN y que inhibe el
crecimiento de células de melanoma y de cancer de pulmén microcitico a concentraciones de
500 nM. Ademas, con esta concentracion actla en la fase G2/M del ciclo celular. Considerando
gue en esta fase las células son mas susceptibles a la radioterapia, se evalué el tratamiento
conjunto de ABZ y radioterapia, demostrando un incremento en la apoptosis en ambas lineas
celulares (Patel, et al., 2011).

En 2013, Kralova y colaboradores publicaron un estudio donde encontraron que el ABZ
presentd actividad antiproliferativa en las lineas celulares de cancer de colon mientras que el
ABZSO no present6 esta actividad. Los autores mencionan que ello podria deberse a que este
metabolito es sustrato de dos proteinas de eflujo: glicoproteina-P y BCRP. En cambio, el ABZ
no es sustrato de estas proteinas, por lo cual presenta una buena actividad antiproliferativa
(Kralova, et al., 2013).

En 2016 Castro, et al, reportaron que el ABZ disminuye los niveles de glutation y aumenta la
concentracion de algunos marcadores oxidativos, por lo que establecen que el efecto
antitumoral esté relacionado con el aumento del estrés oxidativo en células de cancer de mama
(Castro, et al., 2016).

En 2020, Wuang, et al, evaluaron la actividad del ABZ en células de leucemia humana U937 y
establecen que el mecanismo de accidn esta relacionado con la disminucion de la proteina
SIRT3, lo cual genera una disminucion de la activacion de la enzima superéxido dismutasa 2
(SOD2), ocasionando un aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS). Esto genera
dafio al ADN y ademas produce el aumento del TNF-a, que a su vez favorece la activacion de
las caspasas llevando a la apoptosis. La Figura 3 muestra el mecanismo propuesto por estos

autores (Wuang, et al., 2019).
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Figura 3. Mecanismo de accién propuesto del ABZ en cancer.

En la Tabla 1 se muestran a manera de resumen los reportes en los que se ha evaluado la
eficacia in vitro de ABZ en diferentes lineas celulares de cancer, en la que se presentan los
valores de concentracion inhibitoria 50 (Clso) y el tiempo durante el cual se llevo a cabo la
prueba. En ella se puede observar que uno de los tipos de cancer donde el ABZ presenta una
mayor potencia inhibitoria es en el cancer de pancreas, con un valor de Clso que oscila entre 80
y 150 nM (Shaikh, et al., 2017). Considerando que el cancer de pancreas representa la 72
causa de muerte por cancer en el mundo (International Agency for Research on Cancer, WHO,
2023) y tiene una tasa de supervivencia a 5 afios de 12.5% (National Cancer Institute, 2020),
se ha continuado con la blsqueda de alternativas para el tratamiento de dicho tipo de cancer,

por lo que se considerd importante continuar con la evaluacion del ABZ.

.
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Tabla 1. Modelos de cancer en los que se ha evaluado la eficacia de ABZ

Referencia | Tipo de cancer | Lineacelular | Tiempo | Clso(nM) Observaciones
Pourgholami,
et al, 2005 Colon HT-29 72 h 120 NA
Khalilzadeh, Leucemia | CEM/dEpoB300 | 72h 160 | Resistentes a
et al, 2007 paclitaxel
Pourgholami 1A9 250 Es menor la Cls
: Ovario 72 h cuando se solubiliza
et al, 2008 SKOV-3 1000 con HP-b-CD
Sin ABZ actla como
Patel, et al, Pulmon reportar. | sensibilizante a la
2011 microcitico H153 72h Usan radiacion
500 nM
Bai, et al, Glioblastoma 060919 72 h 100 Células re_S|stentes a
2011 temozolomida
Kralova, et al, NA
2013 Colon HCTS8 48 h 300
Zhana. et al MKN-45 350 Mayor actividad en
28i7 ' Estomago SGC-7901 72 h 380 células poco
MKN-28 970 diferenciadas
Shaikh, et al, PAncreas MiaPaCa-2 72 h 80 Se disminuye la Clso al
2017 PanC-1 150 emplear ciclodextrinas
Zhou, et al, Pl_JImorj no A549 y H1299 24 h Sin Usan 500 nM
2017 microcitico reportar
. 13 lineas No tuvo efecto
Ghasemi, et Cabezay diferentes HPV 72 h 70 — 588 | antiproliferativo en
al, 2017 cuello . .
negativo células no cancerosas

2.3 CANCER DE PANCREAS
El cancer de pancreas es uno de los tipos de cancer mas agresivos debido a que es dificil de
diagnosticar en etapas tempranas ya que no presenta sintomas especificos y puede
diseminarse rapidamente. Es por ello que, al momento del diagnéstico, los pacientes ya
presentan tumores localizados en etapas avanzadas o incluso metastasis, lo que dificulta la

decisiéon de optar por una cirugia para eliminar el tumor (Yang, et al., 2014).

2.3.1 Clasificacion
El 90% de los tumores pancreaticos corresponden al adenocarcinoma ductal (ADP),
correspondiendo el 10% restante a otro tipo de tumores que suelen tener un mejor pronéstico.
La incidencia del ADP aumenta después de los 45 afios y es mas comun en hombres que en
mujeres. Es considerado uno de los canceres mas letales y dificiles de tratar (Vaquero &
Castells, 2014).
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Aproximadamente el 60 — 70% de los adenocarcinomas se encuentran en la cabeza del
pancreas, mientras que el 30% restante puede encontrarse en el cuerpo o la cola de éste.
(McGuigan, et al., 2018). De acuerdo con el estadio en el que se encuentre el tumor, se puede
agrupar por etapas, las cuales dependen del tamafio del tumor, que tan confinado o
diseminado esté y de la presencia de metastasis (American Cancer Society, 2019). En la Tabla

2 se muestra la clasificacion por etapas del cancer de pancreas.

Tabla 2. Etapas del cancer de pancreas.

Etapa Descripcion
El tumor se encuentra confinado a las capas superiores de células del
0 conducto pancreatico y no ha invadido tejidos profundos.
I A El cancer esta confinado en el pancreas y no mide mas de 2 cm.
El cancer esta confinado en el pancreas y mide mas de 2 cm pero menos de 4
'B cm.
A El cancer esta confinado en el pancreas y mide mas de 4 cm.
El cancer esta confinado en el pancreas, pero se ha propagado a no mas de 3
"B ganglios linfaticos adyacentes.
El cancer esta confinado en el pancreas, pero se ha propagado a mas de 4
1] ganglios linfaticos adyacentes o esta creciendo fuera del pancreas y en los
vasos sanguineos principales adyacentes sin estar en sitios distantes.
v El cancer se ha propagado a sitios distantes y puede ser de cualquier tamafio.

Informacién tomada de: American Cancer Society, 2019.

2.3.2 Epidemiologia

El cancer de pancreas es el nimero 12 en incidencia a nivel mundial (Figura 4) y es la 72 causa
de muerte por cancer (Figura 5). La incidencia de muertes ocasionadas por este tipo de cancer
varia significativamente entre los diferentes paises, habiendo la mayor incidencia en los paises
desarrollados, incluyendo a Estados Unidos, Alemania, Republica Checa y Finlandia (Figura 6)
(International Agency for Research on Cancer, WHO, 2023). Ademas, la tendencia mundial es
hacia el incremento de los casos, lo cual se asocia a la mayor esperanza de vida de la
poblacién y el mejor diagnéstico-tratamiento de lesiones oncolégicas (Sanchez Morales, et al.,
2021).
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Figura 4. Incidencia mundial de los 15 principales tipos de cancer
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Figura 6. Ranking por nimero de muertes ocasionadas por cancer de pancreas.

En el caso de México, para el afio 2015, el cancer de pancreas representé la decimosegunda
causa de cancer con 4,489 casos diagnosticados por afio. Ademas, las muertes por cancer de
pancreas ocasionaron el 4.9% de las muertes oncolégicas (Sanchez Morales, et al., 2021),
reportandose un total de 4,184 muertes en el afio 2015. Con estos nimeros, este tipo de
cancer se posiciona como la octava causa de muerte por cancer en México (Aldaco-Sarvide, et
al., 2018).

2.3.3 Factores deriesgo

Los factores de riesgo que llevan a la aparicién de cancer de pancreas pueden dividirse en
factores modificables y factores no modificables. Entre los no modificables se encuentran la
edad, sexo, susceptibilidad genética y presencia de diabetes mellitus (McGuigan, et al., 2018).
La incidencia respecto a estos factores muestra que es una enfermedad que se presenta en un
90% en personas de 55 afios o0 mas (McGuigan, et al., 2018). Asimismo, a nivel mundial es
mas comun la enfermedad en hombres que en mujeres. En cuanto al grupo sanguineo, tras la
recopilacién de datos de varios estudios de cohorte se encontré que hay una mayor prevalencia
de cancer de pancreas en personas con tipo sanguineo B, seguido del tipo AB, A y la menor
prevalencia es en los tipos 0 (McGuigan, et al., 2018).

En el caso de la susceptibilidad genética, se ha demostrado que los pacientes con factores de

riesgo familiares tienen 9 veces mas probabilidades de desarrollar cancer de pancreas que
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aquellas personas donde no se ha presentado la enfermedad en su familia. Finalmente, la
diabetes es un factor de riesgo bien establecido ya que una persona con esta enfermedad tiene
el doble de probabilidad de desarrollar cancer de pancreas (McGuigan, et al., 2018).
En cuanto a los factores modificables, se encuentran el consumo de cigarro, alcohol y la
obesidad. Estos factores pueden eliminarse o prevenirse para asi evitar la aparicion de la
enfermedad, sobre todo cuando ya se tienen factores no modificables (McGuigan, et al., 2018).
El consumo de tabaco ha demostrado una fuerte asociacion con la aparicién de este tipo de
cancer en todos los estudios que lo han evaluado. En el caso del alcohol, no existe una
correlacion tan fuerte, sin embargo, el alcoholismo puede causar pancreatitis, o cual es un
factor de riesgo que conduce a un aumento en 13 veces la probabilidad de desarrollar cancer si
se presenta de manera crénica (McGuigan, et al., 2018). La obesidad es uno de los principales
problemas de salud a nivel mundial que va en aumento. Ademas, se ha reportado una
correlacion positiva entre esta enfermedad y el cancer de pancreas, mostrando un mayor riesgo
de este tipo de cancer en pacientes obesos comparados con los no obesos (McGuigan, et al.,
2018).

2.3.4 Manifestaciones clinicas
Los signos y sintomas del céncer de pancreas estan directamente relacionados con la
localizacion del tumor, ya sea en la cabeza, cuerpo o cola del pancreas. Los sintomas mas
comunes son el dolor abdominal, pérdida de peso, astenia y anorexia. Cuando los tumores se
encuentran en la cabeza del pancreas suele presentarse ictericia. Sin embargo, dado que estos
sintomas son inespecificos y pueden deberse a diferentes situaciones clinicas, el diagndéstico
de la enfermedad es dificil. Ademas, en algunas ocasiones, suele desarrollarse diabetes
mellitus, por lo que se debe tener especial cuidado en pacientes que hayan desarrollado
recientemente esta enfermedad y que ademas presenten dolor abdominal y pérdida de peso,

ya que pueden ser sintomas de cancer de pancreas (Hidalgo, et al., 2017).

2.3.5 Tratamiento
Las opciones de tratamiento incluyen la cirugia, quimioterapia y radioterapia. La eleccion de
cada una de ellas dependera del estadio de la enfermedad. La cirugia es el Unico tratamiento
gue ofrece la cura del cdncer de pancreas y la adicion de quimioterapia como adyuvante ha
demostrado mejorar la supervivencia (McGuigan, et al., 2018). Sin embargo, sélo el 20 % de
los pacientes son candidatos a cirugia debido al diagndstico tardio de la enfermedad. En dicha

cirugia se puede extraer todo o sOlo una parte del pancreas, dependiendo el tamafio y
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localizaciéon del tumor (McGuigan, et al., 2018). Por otra parte, la quimioterapia puede
emplearse antes o después de la cirugia como adyuvante para reducir el tumor o eliminar
células residuales e incluso puede usarse como terapia paliativa en pacientes con metastasis.
El farmaco de primera linea usado es la gemcitabina. Este farmaco puede administrarse solo o
en combinacién con capecitabina dependiendo la respuesta y el tipo de paciente (McGuigan, et
al., 2018).

La gemcitabina, un analogo nucleésido de la desoxicitidina y presenta un amplio espectro de
actividad anticancerosa contra varios tipos de tumores. Su actividad esta relacionada con el
metabolito difosfatado, el cual inhibe a la enzima ribonucle6tido reductasa. Ademas, su
metabolito trifosfatado puede ser incorporado en el ADN, ocasionando el bloqueo de la ADN
polimerasa (Samanta, et al., 2019).

Otro régimen quimioterapéutico es el FOLFIRINOX (una combinacién de oxaliplatino, 5-
fluorouracilo e irinotecan). Este tratamiento genera una mejora significativa en el tiempo de
sobrevida de los pacientes comparado con lo que se logra con gemcitabina. Sin embargo,
también presenta mayor toxicidad, por lo que sélo se emplea en pacientes con un adecuado
estado de salud (McGuigan, et al., 2018 y Conroy, et al., 2018).

La tercera opcion de tratamiento es el uso de paclitaxel unido a albumina (nab-paclitaxel). Este
suele ser administrado en conjunto con gemcitabina y puede ser usado como adyuvante antes
o después de cirugia o en pacientes con metastasis (Hidalgo, et al., 2017).

Cualquiera de estos tratamientos puede aumentar el tiempo de sobrevida de los pacientes,
pero presentan una alta toxicidad. Los eventos adversos mas comunes incluyen bajos niveles
de hemoglobina, neutropenia, trombocitopenia, fatiga, diarrea, nausea, dolor abdominal,
vomito, neuropatia periférica, alopecia y constipacion, dando lugar a una baja calidad de vida
(Hidalgo, et al., 2017). Es por ello que resulta importante la busqueda de nuevas terapias para

el tratamiento de la enfermedad.

2.3.6 ABZen cancer de pancreas
El primer reporte para el uso en este tipo de cancer fue el realizado por Shaikh, et al., en 2017,
quienes evaluaron la eficacia in vitro del ABZ en complejos con ciclodextrinas. Las lineas
celulares evaluadas fueron MiaPaCa-2 y PanC-1. Después de 72 h, se encontrd que las Clso
del ABZ en los complejos con 3-ciclodextrina e hidropropil--ciclodextrinas fueron menores que
con el ABZ sélo, reportando valores de 50 nM para la linea MiaPaCa-2 y 125 nM para la PanC-
1 (Shaikh, et al., 2017).
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El siguiente reporte del uso de ABZ in vitro en células AsPC-1 fue evaluado por Lu, et al., en
2017. Ellos desarrollaron nanoparticulas de albamina conteniendo ABZ de 100 y 200 nm. Se
evalu6 su actividad citotdxica por 72 h y se determin6 su Clso que fue de 1.32 pg/mL para las
nanoparticulas de 100 nm y de 1.58 pg/mL para las de 200 nm (Lu, et al., 2017).
En 2020, Chen y colaboradores publicaron un estudio en el cual evaluaron el efecto in vitro e in
vivo de ABZ. En el estudio in vitro se comparé la citotoxicidad de ABZ contra gemcitabina
empleando las lineas celulares SW1990 y PANC-1. Se encontré que la respuesta de ABZ a
concentraciones de 400 y 600 nM, fue mejor que la gemcitabina a 200 nM, tal como se muestra
en la Figura 7.
Los estudios in vivo se llevaron a cabo empleando células PATU8988, las cuales fueron
implantadas en la axila derecha de ratones BALB/c. Se les administré una dosis de 300 mg/Kg
de ABZ por via oral por 21 dias junto con radioterapia. Se encontré que el ABZ inhibe la
produccion de HIF-1a y VEGF, lo cual aumenta la sensibilidad del tumor a la radiacién e inhibe
el crecimiento del tumor. De igual forma se evaluoé la actividad in vivo del ABZ en un modelo in
xenograft empleando la linea celular SW1990, la cual fue implantada en ratones BALB/c. La
dosis de ABZ fue de 300 mg/Kg/dia durante 21 dias y se evalu6 el volumen del tumor. De
acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 8, el grupo que recibié el ABZ mostrd una
disminucion significativa en el volumen del tumor, lo que sugiere el efecto antitumoral del ABZ
in vivo (Chen, et al., 2020).

SW1880 PANC-1

100+

Eficiencia formacién de colonias (%)

Eficiencia formacién de colonias (%)

Control 200 400 600 200 Control 200 400 600 200

ABZInM) GEM (nM) ABZ{nM) GEM (nM)

Figura 7. Eficiencia en la formacién de colonias de las células de cancer de pancreas al ser
tratadas con ABZ en diferentes concentraciones y gemcitabina. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
comparando contra el control (Chen , et al., 2020).
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Figura 8. Volumen del tumor en un modelo in xenograft de cancer de pancreas después de la
administraciéon de ABZ y en un grupo control

La informacion presentada muestra que el ABZ es un candidato promisorio para el tratamiento
de céancer, sin embargo, su principal limitante es su baja absorcion por la via oral. A
continuacion, se presentan algunas de las estrategias empleadas para aumentar la solubilidad

y, por lo tanto, su biodisponibilidad.

2.4 ESTRATEGIAS PARA MEJORAR LA BIODISPONIBILIDAD
Entre las técnicas reportadas para mejorar la solubilidad y el perfil farmacocinético del ABZ se
encuentran el uso de complejos de inclusién, el desarrollo de nanoparticulas y una formulacion

empleando cosolventes, las cuales se describen a continuacion.

2.4.1 Complejos deinclusién

Las ciclodextrinas son oligosacéaridos ciclicos que han sido ampliamente usados en el
desarrollo de nuevas formulaciones para aumentar la solubilidad de farmacos poco solubles, ya
gue, en soluciones acuosas, las ciclodextrinas forman complejos de inclusién donde el farmaco
se localiza dentro de su cavidad que posee caracteristicas hidrofébicas, mientras que la parte
exterior es mas hidrofilica. Las ciclodextrinas mas usadas son la [-ciclodextrina y la
hidroxipropil-B-ciclodextrina, siendo esta ultima un derivado de la primera que tiene mayor
solubilidad acuosa (Gupta & Brazeau, 2010). Justo esta ultima fue la empleada por Ehteda, et
al. (2012) para aumentar la solubilidad de ABZ. La solucién que contenia al complejo de

inclusion también contenia acido acético. Con esta técnica se logré obtener una solubilidad de
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ABZ de 1970 pg/mL, comparada con 0.19 pg/mL obtenidos con agua, lo cual es un aumento de
10 000.

Asimismo, se evalué la farmacocinética de la formulacion de ciclodextrinas administrada por via
intraperitoneal y se compar6 con la administracion de ABZ por la misma via en suspension con
hidroxipropilmetilcelulosa. Después de la administracion de la formulacion con ciclodextrinas se
obtuvieron valores de Cmax y ABC mucho mayores que los obtenidos con la suspension. De
igual manera, se logré una mejor actividad antitumoral en un modelo in xenograft de células de
cancer de colon (Ehteda, et al., 2012).

Otro tipo de complejos de inclusion que se han empleado es con el uso de curcubit[n]urils.
Estos son un tipo de compuestos ciclicos que sirven de contenedores moleculares y que se
unen con mas fuerza a los farmacos que las ciclodextrinas. Hettiarachchi, et al. (2016)
emplearon este tipo de compuestos para obtener una formulacion de ABZ, con la cual
evaluaron su farmacocinética y su eficacia en un modelo in vivo de cancer de ovario en
ratones. La formulacion fue administrada via intraperitoneal e intravenosa a dosis de 3.2
mg/Kg. Se obtuvo una biodisponibilidad intraperitoneal de 78 %. A pesar de la baja dosis
administrada, ellos demuestran una buena actividad antitumoral y mencionan que puede
deberse a que con esta formulacion se incrementa la absorcion del ABZ, dando lugar a un

aumento de las concentraciones de farmaco plasma.

2.4.2 Nanoparticulas

Otra técnica empleada para aumentar la biodisponibilidad del albendazol es mediante
nanoparticulas, las cuales pueden ser poliméricas, niosomas o liposomas. En cuanto a las
nanoparticulas poliméricas, Zhang, et al. (2006) evaluaron nanoparticulas de butilcianocrilato
para administracion oral, las cuales lograron una mejora en biodisponibilidad y un mayor tiempo
medio de residencia comparada con una suspension de albendazol.

Otro tipo de nanoparticulas poliméricas fueron las desarrolladas por Liu, Y., et al en 2013, las
cuales eran nanoparticulas de quitosano con tripolifosfato como agente entrecruzante y
poloxamero 188 como disolvente auxiliar. Dichas nanoparticulas lograron una buena eficiencia
de encapsulamiento del albendazol. Asimismo, en un estudio de farmacocinética por via oral,
las nanoparticulas lograron una biodisponibilidad de 146.05% para el ABZ comparada con una
suspension oral.

Recientemente se reportd una formulacion de albendazol unido a albumina (tecnologia “nab”).
Esta tecnologia “nab” es una asociacion no covalente de farmacos hidrofébicos con la

albumina, con lo cual se forman nanoparticulas que son suspendidas en un medio acuoso. Esta
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tecnologia es actualmente usada en el “Abraxane” (nab-paclitaxel). Los resultados mostraron
qgue, con esta tecnologia, el ABZ presento eficacia en modelos in vitro e in vivo de cancer de
ovario empleando una dosis muy baja de 10 pg/mL (Noorani, et al., 2015).

Otro tipo de nanoparticulas que se ha evaluado son los niosomas. Estos son vesiculas
formadas por surfactantes no i6nicos que pueden atrapar farmacos en su interior. Para el caso
del ABZ, Karimunnisa, et al. (2018) prepararon niosomas de Span 60® y colesterol, los cuales
posteriormente fueron PEGilados. Dichos niosomas mejoraron la solubilidad del albendazol, asi
como sus propiedades farmacocinéticas ya que al ser administrados por via intravenosa a una
dosis de 20 mg/kg, empleando un modelo de rata, se logré un aumento del area bajo la curva y
el tiempo medio de residencia del farmaco en el cuerpo.

Finalmente, Viranov et al. (2018) evaluaron el efecto de diferentes surfactantes en la solubilidad
de ABZ para formular liposomas y encontraron que los mejores candidatos para la aplicacion
parenteral era una mezcla de 60% de dioctil sulfosuccinato de sodio y 40% del fosfolipido
dipalmitoil-fosfatidilglicerol de sodio. En este sistema de administracion lograron una solubilidad
de 4.4 mg/mL de ABZ.

Aun cuando los resultados han mostrado un incremento de la solubilidad y biodisponibilidad de
ABZ, la mayoria de ellas tienen algunas limitaciones. Por ejemplo, el tamafio de las
nanoparticulas nab puede limitar el acceso del farmaco al tumor (Noorani, et al., 2015). En el
caso del uso de tensoactivos, la necesidad de utilizar condiciones acidas (pH=3) es una
limitante ya que podria causar irritacion local en la administracién parenteral (Vinarov, et al.,
2018).

2.4.3 Cosolventes

Una de las estrategias mas comunes en la formulacion de farmacos insolubles es el uso de
cosolventes organicos. En términos de aumento de solubilidad, el uso de cosolventes es uno
de los mejores métodos dentro de las técnicas de formulacidon de farmacos poco solubles,
permitiendo su administracion en forma de solucion. El proceso es sencillo, mas econémico y
no es necesario llevar a cabo estudios de tamafio de particula o la evaluacion de velocidad de
disolucion y/o liberaciéon del farmaco (Gupta & Brazeau, 2010).

Existen varios productos en el mercado que emplean esta tecnologia, como son el VePesid®
(etoposido), Valium® (diazepam), Nembutal® (Pentobarbital), entre otros (Gupta & Brazeau,
2010). Estos productos suelen estar fabricados para uso intramuscular o intravenoso y deben
cumplir con los requisitos de cantidades maximas permitidas de cosolventes indicadas por la
FDA (U.S Food and Drug Administration, 2020).
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Ademas, cuando esta estrategia no permite alcanzar la concentracion adecuada del farmaco,
es posible utilizar soluciones no acuosas compuestas solamente por cosolventes, siempre que
se cumpla con los limites méximos de cosolventes a administrar (Strickley, 2004). Entre las
ventajas de las formulaciones con cosolventes se incluyen las siguientes: no se necesita una
tecnologia costosa para producir la forma farmaceéutica, el proceso de esterilizacion es sencillo
y se facilita el proceso de administracion (Yeh, et al., 2009).

En el caso del ABZ, Alvarez, et al. (2008) prepararon una formulacion de cosolventes para un
estudio preclinico de interaccién entre ABZ e ivermectina. La formulacién consistia en 80%
propilenglicol y 20% dimetilsulfoxido (DMSO) y lograron solubilizar 20 mg/mL de ABZ. Esto
permiti6 que, al ser administrada la formulaciébn en ovejas, se pudieran cuantificar las
concentraciones de ABZ por las primeras 3 h en un rango entre 0.1y 10 ug/mL. Sin embargo, a
pesar de la alta cantidad disuelta alcanzada, tales proporciones de propilenglicol pueden
producir hemolisis (Gupta & Brazeau, 2010).

Chow y colaboradores (2008) reportaron la preparacion de una formulacién intravenosa de
mebendazol empleando un sistema con cosolventes. El sistema estaba conformado por
polietilenglicol 400 (PEG 400), dimetilacetamida y DMSO vy lograron solubilizar hasta 3.488
mg/mL de mebendazol. Dadas las caracteristicas similares entre el mebendazol y el ABZ, la
formulacion de este Ultimo en un sistema de cosolventes podria ser una buena opcién para la

administracion parenteral.

2.4.4 Profarmacos

Otro método para aumentar la solubilidad de los farmacos es mediante la sintesis de
profarmacos. Un profarmaco es un compuesto inactivo, biorreversible, el cual se convertira en
el farmaco al ser administrado in vivo, ya sea mediante acciéon enzimatica o quimica. Esta
modificacion en la estructura del farmaco permite cambiar sus propiedades fisicoquimicas,
incluyendo la solubilidad. Una de las principales caracteristicas de los profarmacos es que
puedan liberar rapida y cuantitativamente al compuesto activo en condiciones fisiolégicas
(Gupta & Brazeau, 2010).

Para farmacos poco solubles, existen en general dos técnicas de obtencion de profarmacos
gue mejoren esta propiedad. La primera es la adicion de un grupo hidrofilico que permita
aumentar las interacciones intermoleculares con el agua. La segunda es la alteracion de la
estructura cristalina, favoreciendo las interacciones con moléculas de disolvente sobre las

interacciones entre moléculas del mismo compuesto (Gupta & Brazeau, 2010).
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Entre los profarmacos mas empleados en el area farmacéutica se encuentran los ésteres,
debido a la amplia distribucion de las esterasas en el cuerpo humano. Dentro de este grupo de
profarmacos, se encuentra un subtipo especial que son los ésteres de fosfato, los cuales son
muy solubles en agua, especialmente como sales de sodio, ademas de que son facilmente
hidrolizables in vivo. Un ejemplo de este tipo de profdrmacos que se encuentra actualmente en
el mercado es la fosfenitoina, que es el profarmaco de la fenitoina (Gupta & Brazeau, 2010).
La fosfenitoina es utilizada tanto por via intravenosa como intramuscular para el tratamiento de
convulsiones. Este profarmaco es transformado a fenitoina por las fosfatasas del musculo y la
sangre. La biodisponibilidad absoluta de la fenitoina después de la administracion del
profarmaco IV o IM es de 100%, siendo la vida media de conversion de entre 7 a 15 min
(Fischer, et al., 2003).
Este tipo de profarmacos también se ha empleado exitosamente en los bencimidazoles. En el
afio 2008, Chassaing, et al., sintetizaron profarmacos fosfonooximetilados de diferentes
benzimidazoles, siendo el mas importante, el fenbendazol, cuya solubilidad acuosa fue de 130
mM. Asimismo, después de la administracion oral del profarmaco en cerdos se logré obtener un
Cméx y un ABC mayores comparado con los obtenidos después de administrar una suspension
de flubendazol, mostrando las ventajas del profarmaco tras su administracion in vivo.
En el aflo de 2014, Flores-Ramos, et al., publicaron los resultados de la sintesis de un
profarmaco fosfonooximetilado de un derivado bencimidazolico empleado para tratamiento de
fascioliasis, encontrando que la molécula presenta buena estabilidad y un aumento en la
solubilidad de 50,000 veces comparado con el farmaco puro, demostrando asi la gran utilidad
de este grupo de profarmacos.
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3. JUSTIFICACION

El ABZ es un farmaco seguro y eficaz que ha sido usado por muchos afos en la clinica; sin
embargo, posee una baja solubilidad acuosa, lo cual, junto con su amplio metabolismo de
primer paso, dan lugar a una absorcién baja y variable por la via oral.

El desarrollo de formulaciones para su administracion parenteral permitirA mejorar la
biodisponibilidad y disminuir la variabilidad de las concentraciones plasméticas, lo cual podria

ser una buena estrategia para el tratamiento de enfermedades sistémicas.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Desarrollar una formulacion parenteral de albendazol que permita mejorar su perfil

farmacocinético.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

» Preparar un profarmaco fosofonooximetilado de albendazol.

» Desarrollar una formulacién parenteral de albendazol empleando la técnica de
cosolventes.

» Evaluar la estabilidad de la formulacion con cosolventes.

» Evaluar la farmacocinética del albendazol después de ser administrado por via
intravenosa.

» Calcular la biodisponibilidad absoluta del albendazol por la via oral.

» Evaluar la farmacocinética del albendazol después de la administracién del profarmaco
por las vias intravenosa e intramuscular.

» Calcular la biodisponibilidad absoluta del albendazol después de la administracion del

profarmaco por via intramuscular.

5. HIPOTESIS

Las formulaciones de albendazol desarrolladas aumentaran la biodisponibilidad del albendazol

disminuyendo la formacién del principal metabolito, sulféxido de albendazol.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS
» Materiales

- Camara para cromatografia de capa fina
- Aguja metélica
- Jeringas
- Placas de vidrio cubiertas de gel de silice malla 60, marca Merck.
- Tubos de roscade 10 x 1.2 cm
- Tubos de ensayo de 13 x 1.6 cm
- Matraces volumétricos de 5, 10, 20, 50, 100 y 1000 mL
- Vasos de precipitados de 50, 100, 250 y 500 mL
- Pipetas Pasteur
- Jeringas de plastico
- Filtros de Nylon de 0.45 ym de tamano de poro
- Micropipeta de 2 — 20 pL
- Micropipetas de 20 — 200 pL
- Micropipeta de 100 — 1000 pL
- Micropipeta de 500 — 5000 pL
- Catéter 24G
- Jeringas 21G
- Microtubos de 1.5 mL

- Tubos con EDTA como anticoagulante

» Reactivos
- Albendazol (Sigma Aldrich®). Pureza 98.0%

- Sulfoxido de albendazol (Santa Cruz Biotechnology, Inc) Pureza 98.0%

Reactivos usados para la sintesis del profarmaco
- Carbonato de Cesio (Cs2COs3), hidruro de sodio (NaH), dioxano, HCI 4 M en

dioxano y acido cloroacético (Sigma Aldrich®)
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- Dimetilformamida (DMF), diclorometano (DCM), cloroformo, metanol
(MeOH), acetato de etilo (AcOEt), bicarbonato de sodio (NaHCO3), sulfato
de sodio anhidro (Na2S0O.), trietilamina (J.T. Baker®)

- Fosfato de di-terc-butil clorometilo (AccelaChemBio Co)

- Fosfatasa alcalina EC 3.1.3.1 (tipo VII-S: de mucosa intestinal bovina)
(Sigma Aldrich®)

Reactivos usados para desarrollo de la formulacién en sistema de

cosolventes

- Agua destilada (Elix® 3 y Milli Q®, Millipore®)

- Kolliphor® P188 (Poloxamero 188), Pluronic® F-127 (Poloxamero 127),
Polietilenglicol (PEG) 400, Acido férmico (Sigma Aldrich®)

- Tween® 20, Tween® 80, Glicerina, Cremofor®, Propilenglicol, Aceite de
castor, Miristato de isopropilo, PEG 600 (Gattefossé)

- Etanol anhidro (EtOH), Dimetil sulféxido (DMSQO), Dimetil acetamida (DMA),
Benzoato de sodio (J.T. Baker®)

Reactivos utilizados para el desarrollo del método analitico

- Eter etilico, acetonitrilo (ACN), metanol, hidroxido de sodio (NaOH), fosfato
monobasico de amonio (J.T. Baker®)

» Equipos

- Balanza granataria OHAUS E4000

- Balanza analitica Sartorius modelo ENTRIS 224l-1S

- Rotaevaporador Biichi R-215 con bafio B-490 acoplado a bomba de vacio
Vacuubrand modelo MD 4C con regulador de vacio integrado CVC211.

- Parrilla automética IKA modelo IKAMAG RET basica con sensor de
temperatura

- Espectrofotémetro Shimadzu UV-1900

- Bafio de ultrasonido Fisher Scientific FS60

- Cromatdgrafo de liquidos con detector UV Shimadzu LC-10ATvp

- Cromatografo de liquidos Shimadzu Prominence acoplado a un detector de
masas/masas API 4500 ABSciex.

- Centrifuga Eppendorf 5416

- Bafio de agitacién horizontal Shel-Lab SWBR17
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6.2 PREPARACION DEL PROFARMACO FOSFONOOXIMETILADO DE ABZ
El método utilizado para la sintesis del profarmaco fosofonooximetilado de ABZ, se baso en las
metodologias reportadas por Chassaing, et al., 2008 y Flores-Ramos, et al., 2014. Todas las
reacciones se llevaron a cabo bajo atmésfera de nitrégeno. El avance de las reacciones se
realiz6 por cromatografia de capa fina empleando cloroformo:acetato de etilo:metanol: acido
acético (60:35:5:0.5) como sistema de elucién. La sintesis se llevdo a cabo siguiendo la

secuencia de reacciones de la Figura 9.

N

N : N i N
NHCO .CH- I NHCO ,CH, Il NHCO ,CH,
e - . R s N
S NH s N
o
M 2 3 0:F°
o
(1) 5
3, il
5 +
N N
NHCO ,CH; NHCO ,CH !
S N v s N NHCO ,CH
¢ S N
Na o S — o
0P o-P-OH s
Na' 9 OH N
6 5 H3CO,CHN =

4

Figura 9. Ruta de sintesis para obtener al profarmaco de ABZ.
(i) NaH o Cs,CO3, DMF, temperatura ambiente, 3 h; (ii) Fosfato de di-tert-butil clorometiilo,
DMF, 0°C, 1 h, después, 6 h a temperatura ambiente; (iii) HCl 4 M en dioxano, temperatura
ambiente, 2 h; (iv) NaOH, MeOH/H,0O, temperatura ambiente

6.2.1 Preparacion de (2-(((di-terc-butoxifosforil)oxi)metil)-6-(propiltio)-1H-
benzimidazol-2-il)carbamato de metilo (3) a partir de ABZ (1)

Se prepar6 una suspension de ABZ (1) en 25 mL de dimetil formamida (DMF) anhidra (1,0062
g, 3,77 mmol), se afiadié Cs,CO; (1,8700 g, 5,74 mmol) y se agité durante 3 h a temperatura
ambiente. Se disolvi6 el fosfato de di-terc-butil clorometilo (1,464 g, 5,66 mmol) en DMF anhidra
en un bafio de hielo. Después se afiadié gota a gota la mezcla de ABZ preparada previamente
mientras se agitaba y se mantuvo a 0°C durante 1 h. La reaccion se agit6 a temperatura
ambiente durante 6 h. Se afiadi6 diclorometano (DCM) (400 mL) y la mezcla de reaccién se
lavé con NaHCOs; al 2% (3 x 300 mL). Se realizé un lavado final con agua (300 mL). La fase
organica se secO sobre Na,SOs, se filtr6 y se evaporaron los compuestos volatiles en el
rotavapor. La resina resultante conteniendo el compuesto 3 se utilizé sin purificar para el paso

siguiente.
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6.2.2 Preparacion de (1-((fosfonooxi)metil)-6-(propiltio)-1H-benzimidazol-2-
il)carbamato de metilo (5)

La resina anterior (que contenia el compuesto 3) disuelta en 1,4-dioxano (10 mL) se enfrié en

un bafo de hielo y se traté con una disolucion 4 M de HCI en 1,4-dioxano (15 mL) afiadiéndola

gota a gota. La mezcla se agité 2 h a temperatura ambiente. Después se eliminé el disolvente

al vacio para obtener el compuesto 5.

6.2.3 Preparacion de (2-((metoxicarbonil)amino)-6-(propiltio)-1H-benzimidazol-1-
ilDmetilfosfato sédico (6)

El compuesto 5 se disolvio en MeOH (7 mL) y se le afiadi6 gota a gota con agitacion una
solucion de NaOH en MeOH:agua (6:3) hasta alcanzar pH 7. Los disolventes volatiles se
eliminaron en el rotavapor y el residuo sélido se suspendié en etanol anhidro con agitacion
durante 3 h. El sélido (compuesto 6) se filtrd, se volvié a suspender y se mantuvo con agitacion
durante 24 h en DCM para eliminar el ABZ residual y otros compuestos no polares. Al sélido
obtenido se le agregé MeOH y se mantuvo en agitacion continua durante 24 h para disolver el
profarmaco. Posteriormente, se filtrd y el disolvente se evaporé al vacio. El sélido recuperado
se seco6 al vacio durante 72 h. El compuesto se caracterizé por RMN H, RMN 3C y RMN 3P,
asi como por HPLC-MS.

6.2.4 Determinacién de pureza por RMN cuantitativa

Debido a que no existe una sustancia de referencia con la cual se pueda comparar la pureza de
la molécula obtenida, se emple6 la RMN cuantitativa. Para ello se determind el espectro de
RMN de H del polvo final empleando acido cloroacético como estandar interno. La muestra se
disolvié en metanol deuterado.

Una vez obtenido el espectro, se integraron los picos correspondientes al profarmaco y al
estandar interno. Se empled la siguiente ecuacion para calcular la pureza (Mahajan, et al.,
2012):

Area analito #protones estaindar masa estandar  PM analito ,
Pureza = * * * * pureza estandar

Area EI #tprotones analito masa analito PM estandar
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6.3 SOLUBILIDAD DEL PROFARMACO
6.3.1 Metodologia analitica para cuantificar el profarmaco
Para la cuantificacion del profarmaco se emple6 un método analitico por HPLC-UV, utilizando
una columna Spherisorb ODS1 de 4.6 x 250 mm, 5 um de tamafio de particula y una solucion
de NH4H2PO4 1%:MeOH:ACN (30:50:20) como fase movil a una velocidad de flujo de 1 mL/min.
El volumen de inyeccion fue de 40 pL y la longitud de onda seleccionada fue 245 nm. El rango

de la curva de calibracion fue de 10 a 90 pg/mL.

6.3.2 Prueba de solubilidad del profarmaco
Para la prueba, se seleccionaron las soluciones amortiguadoras de pH 6.0, 7.4 y 8.0, que son
bien toleradas para la administracion parenteral. Para determinar la solubilidad, se utiliz6 el
método de shake flask. A cada una de las soluciones, se le agregd una cantidad en exceso del
profdrmaco y se mantuvo en agitacion durante 48 h a temperatura de 25 °C. Pasado este
tiempo, las muestras se filtraron empleando un filtro de nylon de 0.45 pym. Se tomdé una alicuota
de 20 pL, se afiadieron 10 mL de fase movil y se cuantific6 empleando el método HPLC

previamente descrito.

6.4 HIDROLISIS DEL PROFARMACO

Se disolvié 1 mg de profarmaco en 1.2 mL disolucion amortiguadora de Tris/HCI pH 8.5 y se
colocé en un bafo de agua a 37°C. Después de 10 minutos, se afiadieron 50 pL (88 unidades)
de fosfatasa alcalina. Se tomaron muestras a los 10, 20, 30 segundos y alos 1, 3, 5, 10 y 90
minutos, y se mezclaron con 900 uL de acetonitrilo para detener la actividad enzimatica. Las
muestras se centrifugaron durante 10 min a 14,000 rpm. Para determinar la formacion de ABZ
se emple6 el mismo método cromatografico descrito en la seccién 6.5.

A partir de los datos de cantidad vs tiempo se determind la vida media de hidrélisis del

profarmaco.

6.5 DESARROLLO DE FORMULACION EMPLEANDO COSOLVENTES
El otro procedimiento seleccionado para aumentar la solubilidad del ABZ y desarrollar una
formulacion parenteral, fue el uso de cosolventes. El primer paso fue determinar la solubilidad
de ABZ en diferentes disolventes puros y posteriormente en mezclas de los mismos en los

porcentajes permitidos para su uso en formulaciones inyectables.
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6.5.1 Metodologia analitica para cuantificar ABZ en cosolventes
Para la cuantificacion de ABZ, se emple6 un método por espectrofotometria UV o bien un
método cromatogréfico para los cosolventes que presentaron interferencia a la longitud de onda
de absorcion del ABZ.
Para el método UV se utiliz6 una curva de calibracion de 1.0 a 25.0 pg/mL preparada en
soluciéon de HCI 0.1 N. Las muestras se diluyeron empleando este mismo disolvente. La
longitud de onda seleccionada fue de 305 nm.
Para el método cromatografico se utilizé una columna Hypersil ODS 5 um, 4.6 x 150 mm y una
solucién de NHsH.PO, 0.011 M:MeOH:ACN (30:50:20) como fase mévil a una velocidad de
flujo de 1.2 mL/min. El volumen de inyeccion fue de 50 pL y la longitud de onda fue 295 nm. El
rango de la curva de calibracion fue de 3.0 a 25 pg/mL.
Para demostrar la confiabilidad del andlisis, se evalu6 la linealidad y precision en dos dias

diferentes para ambos métodos.

6.5.2 Pruebas de solubilidad
Para esta prueba, se utilizé el método de shake flask. En tubos de ensayo con tapén de rosca,
se colocaron los diferentes disolventes o soluciones a evaluar y se agreg6é una cantidad en
exceso de ABZ. Los tubos se mantuvieron en agitacion durante 48 h a temperatura de 25 °C.
Pasado este tiempo, las muestras se filtraron a través de un filtro de nylon de 0.45 um para su
posterior cuantificacion empleando el método espectrofotométrico o bien por HPLC de acuerdo

con el disolvente utilizado.

6.5.3 Disefio de la formulacion
Tomando en cuenta los datos de solubilidad, toxicidad y hemodlisis, se seleccionaron la
dimetilacetamida (DMA), polietilenglicol 400 (PEG 400) y etanol como cosolventes. Para
determinar en cual mezcla de cosolventes se obtenia la mayor solubilidad del ABZ, se empled
un disefio de experimentos de superficie de respuesta, factorial 32. Los factores evaluados
fueron la concentracion de DMA y PEG 400, mientras que la concentracion de EtOH se

mantuvo fija a 25% v/v. Los niveles evaluados fueron los siguientes:
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Nivel
Factor -1 0 1
Dimetilacetamida (% v/v) 15 22.5 30
PEG 400 (% m/v) 30 40 50

El disefio se llevé a cabo empleando el programa Statgraphics Centurion XVI version 16.1.18.
La prueba de solubilidad se llevo a cabo de acuerdo con lo descrito en la seccién 6.5.2. La
cuantificacion se llevd a cabo empleando el método espectrofotométrico. Los experimentos se
realizaron de manera aleatorizada y por triplicado.

A partir de los resultados obtenidos, se eligié la formulacién cuya concentracion de ABZ fue la
mas alta, y se denominé formulacion F1.

Para disminuir el riesgo de hemdlisis, se decidi6 mejorar la formulacién afiadiendo diferentes
soluciones acuosas al EtOH (Tabla 3) y manteniendo la proporcion de DMA y PEG 400. Se
eligié la formulacién que presento la mayor cantidad solubilizada de ABZ, la cual se denominé
F2. Una vez seleccionadas las dos formulaciones, se llevaron a cabo los estudios de
estabilidad y de hemdlisis.

Tabla 3. Composicion de la tercera fase evaluada

Formulacion Composicion de la tercera fase

AA Benzoato de sodio 6% en EtOH al 60%
AB EtOH al 60%

AC NaCl 0.9% en EtOH al 60%

BA Benzoato de sodio 6% en EtOH al 70%
BB EtOH al 70%

BC NaCl 0.9% en EtOH al 70%

CA Benzoato de sodio 6% en EtOH al 80%
CB EtOH al 80%

CC NaCl 0.9% en EtOH al 80%

6.6 ESTUDIO DE ESTABILIDAD
Las condiciones de estabilidad evaluadas fueron refrigeracion y temperatura ambiente. Para el
estudio, se prepararon las 2 formulaciones a una concentracion de 5 pg/mL de ABZ, Se
tomaron muestras al inicio (tiempo 0) y a los 6 y 12 meses, las cuales se analizaron empleando
el método cromatogréafico previamente validado. Se registré también el valor de pH y la

apariencia. El porcentaje de diferencia se determin6 empleando la siguiente ecuacion:
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Concentracién final — Concentracion inicial

%diferencia = S * 100
Concentracion inicial

Criterio de aceptacion: El porcentaje de diferencia no debe ser mayor al 10%.

6.7 EVALUACION DE HEMOLISIS
Se empleé sangre de conejos, la cual se obtuvo a partir de animales que iban a ser
sacrificados. El anticoagulante usado fue EDTA.
La metodologia empleada fue una combinacién de las reportadas por Evans, et al. (2013) y
Dal Negro, et al. (1996). El esquema general se muestra en la Figura 10.
Se emplearon dos controles de hemdlisis, uno positivo y otro negativo. El control positivo fue
una solucion de Triton® X100 al 1%, mientras que el control negativo fue solucion salina estéril

0.9%. Las muestras se analizaron por triplicado.

Marcar el nivel total
de sangrey
centrifugar a 4000
rpm, 10 min.

Separar el plasma

Mezclar todos los
tubos para hacer un
pool

Afadir solucidn salina
al 0.9 % esteril al
paquete globular

hasta nivel de plasma

Resuspender las
células en solucion
salina 0.9% hasta el

volumen original

Mezclar invirtiendo 3
veces

Tomar 0.9 mL de
suspension de células
y calentar a 37 °C por

15 min.

Eliminar solucién y
repetir 2 veces mas o
hasta dejar de
obtener color rojizo

Agregar 0.1 mL de
solucién a evaluar

Centrifugar a 4000
rpm, 10 min

Agitar en vértex5sy
mantener a 37 °C por
2 min.

Leer absorbancia en
espectrofotometro a
540 nm

Agregar 5 mL de
solucion salina 0.9 %
y agitar por inversién

Tomar 0.5 mL del
sobrenadante y diluir
con4.5mL de
solucién salina 0.9 %

Figura 10. Metodologia para la prueba de hemdlisis

Centrifugar a 4000
rpm, 10 min
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6.8 ESTUDIO DE FARMACOCINETICA
Los experimentos se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-
1999. El protocolo fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales
(CICUAL) de la Facultad de Quimica, UNAM, con el numero FQ/CICUAL/435/21. El estudio se
llevé a cabo en la sala 2, en el &rea de Experimentacion Animal de la Unidad de Investigacion
Preclinica (UNIPREC) de la Facultad de Quimica de la UNAM.
Los animales se mantuvieron en jaulas individuales, pero manteniendo un enriquecimiento
social sin contacto. Durante la toma de muestras, se mantuvieron en cepos para su
inmovilizacion. Los conejos se mantuvieron en ayuno por 12 h con agua ad libitum antes de
cada administracion.
El estudio se realiz6 en doce conejos blancos machos de Nueva Zelanda (2.5 - 3.5 kg). Los
conejos se asignaron aleatoriamente a dos grupos diferentes. En un primer periodo, el grupo A
recibié una dosis oral de 0.8 mL de suspensién de Zentel® (40 mg ABZ/mL) mientras que el
grupo B recibi6 1 mL de la soluciéon acuosa del profarmaco por via intramuscular a una
concentracion equivalente a 15,88 mg/mL de ABZ. En el segundo periodo, después de 15 dias
de lavado, el grupo A recibié 3 mL de la formulacion F2 por via intravenosa (5 mg/mL) en la
vena auricular marginal y el grupo B recibi6 1 mL del profarmaco por via intravenosa a una
concentracion equivalente a 15.88 mg/mL de ABZ. Inmediatamente antes de la administracion,
las formulaciones parenterales se filtraron a través de filtros de nylon de 0.22 pm.
Se tomaron muestras de sangre de la vena auricular marginal antes de la dosificacion (O h) y a
las 20, 40 min, 1, 1.5, 2, 3.5, 5, 8, 12 y 24 h después de la administracion. En la administracion
parenteral, se afiadié un tiempo de muestreo a los 10 min. Las muestras se recolectaron en
tubos con EDTA y se centrifugaron a 3500 rpm por 10 min para separar el plasma. Las

muestras de plasma se almacenaron a -20 °C hasta su analisis.

6.8.1 Método analitico para cuantificar ABZy ABZSO
Para cuantificar el ABZ y su principal metabolito ABZSO en plasma, se desarrollé6 un método

por cromatografia de liquidos acoplada a un detector Masas/Masas.

6.8.1.1 Preparacion de soluciones
e Soluciones generales
Acido formico 0.1%
En un matraz volumétrico de 1 L, se colocaron 500 mL de agua destilada. Se afiadi6 1 mL de

acido formico y se agité para mezclar. Se llevo al aforo con agua destilada.
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Fase movil
Se mezclaron 300 mL de la solucién de acido formico 0.1% con 700 mL de MeOH grado HPLC.
Los volumenes fueron medidos con probeta. Se agitdé vigorosamente para mezclar y se llevo al

sonicador por 20 min para desgasificar antes de su uso.

e Soluciones Stock
Solucién Stock de ABZ 1 mg/mL
Se pesaron 10 mg de ABZ, se transfirieron a un matraz volumétrico de 10 mL y se afiadié 0.1
mL de &cido férmico y 5 mL de DMSO. Se sonicé la mezcla por 10 min. Se llevé al aforo con

metanol.

Solucion Stock de ABZSO 1 mg/mL
Se pesaron 10 mg de ABZSO, se transfirieron a un matraz volumétrico de 10 mL y se afiadio
0.1 mL de &cido férmico y 5 mL de DMSO. Se sonicé la mezcla por 10 min. Se llevo al aforo

con metanol.

Solucion Stock de carbamacepina (CBZ) 0.5 mg/mL
Se pesaron 5 mg de CBZ, se transfirieron a un matraz volumétrico de 10 mL y se afiadié 4 mL

de metanol. Se sonico la mezcla por 10 min. Se llevé al aforo con metanol.

e Soluciones estandar
Solucién estandar 1 de ABZ o ABZSO 100 000 ng/mL (STD 1)
Se tom6 1 mL de la solucién Stock de ABZ o ABZSO, y se afor6 a 10 mL con MeOH

conteniendo 0.1% de acido férmico.

Solucién estandar 2 de ABZ o0 ABZSO 10 000 ng/mL (STD 2)
Se tom6 1 mL de la solucion STD 1 de ABZ o ABZSO y se afor6 a 10 mL con MeOH

conteniendo 0.1% de &cido férmico.

Solucion estandar 3 de ABZ o ABZSO 1 000 ng/mL (STD 3)
Se tomé 1 mL de la solucion STD 2 de ABZ o ABZSO y se afor6 a 10 mL con MeOH

conteniendo 0.1% de &cido férmico.
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Solucion estandar de 2000 ng/mL de CBZ (STD El)
Se tomaron 40 uL de la solucion stock de CBZ y se aforé a 10 mL con MeOH.

e Soluciones de trabajo
Se prepararon las siguientes soluciones de trabajo conteniendo ABZ y ABZSO, las cuales

fueron utilizadas para preparar la curva de calibracién y las muestras control.

Tabla 4. Preparacion de soluciones de trabajo

Solucién | Sol. Vol. STD Sol. Vol. STD Vol. Fase [ABZ] [ABZSO]
ABZ | ABZ (uL) | ABZSO | ABZSO (uL) | movil (uL) | ng/mL ng/mL
ST1 STD 3 10 STD 3 200 790 10 200
ST2 STD 3 20 STD 2 40 940 20 400
ST3 STD 3 100 STD 2 80 820 100 800
ST4 STD 3 200 STD 2 200 600 200 2000
ST5 STD 2 100 STD1 40 860 1000 4000
ST6 STD 2 200 STD 1 100 700 2000 10000
ST7 STD 1 100 STD 1 200 700 10000 20000
ST8 STD 1 200 STD 1 300 500 20000 30000
ST9 STD 3 25 STD 2 60 915 30 600
ST10 STD 2 50 STD 2 300 650 500 3000
ST11 STD 2 150 STD 1 150 700 1500 15000
ST12 STD 1 150 STD 1 250 600 15000 25000
ST13 STD 1 300 STD1 500 200 30000 50000

e Curvade calibracién y muestras control
En la Tabla 5 se describe la metodologia utilizada para la preparacion de la curva de
calibracién, mientras que en la Tabla 6 se presenta la metodologia para la preparacién de las

muestras control. En todos los casos se emple6 plasma para el aforo.

Tabla 5. Preparacion de curva de calibracién para la cuantificacion de ABZ y ABZSO
empleando el método LC-MS/MS

Nivel de | Soluciéon | Vol. ST | Vol. Plasma | [ABZ] [ABZSO]

la curva (uL) (uL) ng/mL ng/mL
CcC1 ST1 25 475 0.5 10.0
CcCc2 ST2 25 475 1.0 20.0
CC3 ST3 25 475 5.0 40.0
CcC4 ST4 25 475 10.0 100.0
CC5 ST5 25 475 50.0 200.0
CC6 ST6 25 475 100.0 500.0
CccCv ST7 25 475 500.0 1000.0
CC8 ST8 25 475 1000.0 1500.0




Tabla 6. Preparacion de muestras control de ABZ y ABZSO en plasma

Nivel de | Solucién | Vol. ST | Vol. Plasma | [ABZ] [ABZSO]
la curva (pL) (uL) ng/mL ng/mL
MCB ST9 25 475 15 30.0
MCM1 ST10 25 475 25.0 150.0
MCM2 ST11 25 475 75.0 750.0
MCA ST12 25 475 750.0 1250.0
MCD ST13 25 475 1500.0 2500.0

6.8.1.2 Metodologia analitica

UN/M
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La extraccion de los analitos a partir de las muestras de plasma se llevd a cabo como se

muestra en la Figura 11.

200 pL de plasma

Centrifugar a 3500 rpm, 4
°C, 10 minutos

Congelar a -70 °C por 20
min

Agregar 10 pL de solucién
STD EI (CBZ 2000 ng/mL)

Agitar en vértex 5 min a
1800 rpm y pulsos

Decantar la fase organica
liquida y evaporar a 50 °C
por 7 min

Mezclar en vortex 10
segundos

Agregar 3 mL de mezcla de
extraccion:

eter : diclorometano :
cloroformo (60:30:10 v/v)

Reconstituir con 200 pL
de Fase Movil

Inyectar 1 pL al sistema
cromatografico

Figura 11. Procedimiento de extraccion de ABZ y ABZSO en muestras de plasma

Las muestras se inyectaron empleando las condiciones cromatograficas indicadas en la Tabla

7. Para la deteccion se empled el modo MRM (multiple reaction monitoring). Las condiciones de

fragmentacion para cada analito y el EI se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 7. Condiciones cromatogréficas para ABZ y ABZSO en plasma

Parametro Condicion
Cromatégrafo Shimadzu Prominence
Detector AB Sciex Triple Quad 4500

Modo de deteccién

MRM

Columna cromatograéfica

Sepax HP-C18 (4.5 x 150 mm, 5 pm)

Precolumna

HP-C18 (4 x 10 mm, 5 um)

Temperatura de columna 30 °C

Fase movil Metanol:acido férmico 0.1% (70:30 v/v)
Flujo 0.7 mL/min

Volumen de inyeccion 1yl

Temperatura automuestreador | 10 °C

Tabla 8. Condiciones para la fragmentacién usadas en el modo MRM.

Compuesto Transicion DP (eV) EP (eV) CE (eV) CXP (eV)
ABZ 266 > 234 m/z 30 4 24 12
ABZSO 282 >240m/z 20 4 19 9
CBZ 237 >194 m/z 45 4 22 11

Finalmente, las condiciones de temperatura y flujo de los gases fueron las siguientes:
*Gas Cortina (CUR): 40 psi

*Voltaje del capilar para formacién del spray (IS): 5000 eV

*Temperatura: 500 °C

*Gas 1: 20 psi

*Gas 2: 40 psi

6.8.1.3 Validacion del método analitico
Para la validacion del método se utilizé plasma humano. Se realizé también la prueba de matriz
sustituta con plasma de conejo para evaluar la no interferencia de la matriz. Los parametros
gue se evaluaron fueron: selectividad, efecto de acarreo, efecto de matriz, matriz sustituta,
curva de calibracion, limite inferior de cuantificacion, precision como repetibilidad y

reproducibilidad, exactitud y estabilidad en automuestreador.

6.8.1.3.1 Selectividad
Se evaluo la no interferencia de compuestos enddgenos del plasma en el tiempo de retencion
de ABZ y ABZSO empleando: plasma blanco humano de 4 donadores diferentes, plasma de 2
conejos diferentes y plasma hemolizado, sin la adicién de los analitos ni del El. También se

analizaron la muestra cero y muestras de plasma adicionadas con ABZ y ABZSO a la
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concentracion correspondiente al limite inferior de cuantificacion (LIC) (0.5 ng/mL de ABZ y
10.0 ng/mL de AZBSO) y con el El. Se identificaron las sefales cercanas a los tiempos de
retencion (tr) de los analitos y del El y se determiné su respuesta cromatografica.

Criterio de aceptacién: La respuesta cromatografica de las interferencias cercanas al tr del
analito debe ser menor al 20% de la respuesta obtenida en el LIC y menores al 5% de la

respuesta del EI.

6.8.1.3.2 Efecto de matriz
Se procesaron e inyectaron 10 muestras de plasma, cinco con la muestra control baja (MCB) y
cinco con la muestra control alta (MCA) de ABZ y de ABZSO. Al mismo tiempo se inyectaron
por quintuplicado soluciones a la concentracion del MCB y de la MCA de ambos analitos. Se
compararon las respuestas analiticas del ABZ y del ABZSO en las muestras de plasma con
respecto a las obtenidas en solucién y se calcul6 el factor de matriz normalizado (FMN) de
acuerdo con la siguiente ecuacion.

Factor de respuesta del analito en plasma
FMN

~ Factor de respuesta del analito en soluciéon
Criterio de aceptacion: El %CV del factor de matriz normalizado debe ser menor a 15%.

6.8.1.3.3 Efecto de acarreo
Posterior a la inyeccién de la concentracion mas alta de cada una de las curvas se inyect6 por
duplicado una muestra blanco. Para cada muestra blanco se calculé el % de respuesta

(interferencia).

Criterio de aceptacién: La respuesta cromatografica de las interferencias cercanas al tr del
analito debe ser menor al 20% de la respuesta obtenida en el LIC y menores al 5% de la

respuesta del EI.

6.8.1.3.4 Curvade calibracién
Se preparé por triplicado la curva de calibracion en plasma en el rango de 0.5 - 1000 ng/mL
para ABZ y de 10 - 1500 ng/mL para ABZSO. Cada curva de calibracién incluyé una muestra
blanco y una muestra cero. Las muestras se procesaron de acuerdo con el procedimiento

descrito en la Figura 11. Se graficé la relacion de areas (analito/El) en funcion de la
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concentracion y se selecciond el mejor modelo al cual se ajustaron los datos. Se determiné la
pendiente (m), la ordenada al origen (b) y el coeficiente de correlacion (r). Se calcul6 la
concentracion recuperada a cada nivel de concentracion de cada curva de calibracion, y a partir
de estos datos se calculo el % de desviacidon con respecto a la concentracion adicionada de

analito.

Criterio de aceptacion: Los datos de concentracion recuperada de la curva de calibraciéon
deben estar dentro del 15% de la concentracién nominal en cada nivel de concentracion,
excepto para el limite inferior de cuantificacion, ya que puede ser menor o igual que el 20%. Al
menos el 75% de las concentraciones de la curva de calibraciébn con un minimo de 6 puntos
deben cumplir con este criterio.

Cuando un punto de la curva de calibracién no cumpla con el criterio de aceptacion, debe ser
rechazado y la curva de calibracion debe ser recalculada sin modificar el modelo matematico.

Del total de las curvas evaluadas, al menos el 50% de cada nivel de concentracion debe
cumplir con el criterio del 15% de la concentracién nominal y 20% para el limite inferior de

cuantificacion.

6.8.1.3.5 Limite inferior de cuantificacion (LIC)
Las concentraciones seleccionadas como LIC fueron de 0.5 ng/mL para el ABZ y de 10.0
ng/mL para ABZSO. Se evalu6 la precision y la exactitud de acuerdo con los criterios

establecidos en las pruebas de precision y exactitud.

6.8.1.3.6 Precision
La precision del método analitico se evalio como repetibilidad o precisiéon intradia y como
reproducibilidad o precision intermedia.
Repetibilidad. Se prepararon por quintuplicado y se analizaron en una misma corrida muestras
control equivalentes al LIC, MCB, MCM1, MCM2, MCA y MCD de ABZ y ABZSO. EI mismo dia
se prepard una curva de calibracion de ABZ y de ABZSO en plasma la cual se analiz6 en la
misma corrida analitica. Se determind la concentracion recuperada de cada muestra, asi como

el valor promedio, la DE y el %CV de cada nivel.

Criterio de aceptacion: El %CV del valor promedio no debe ser mayor que el 15%, excepto para

el limite inferior de cuantificacion, el cual debe ser menor o igual que 20%.




]
POSGRMADO w255
Cieneins Quimices

Reproducibilidad (Precision intermedia). Se prepararon y analizaron por quintuplicado, en
dos dias diferentes (3 corridas analiticas diferentes), las muestras control de ABZ y de ABZSO
en plasma correspondientes a las MCB, MCM1, MCM2 y MCA. Cada dia de analisis se prepar6
una curva de calibracion de ABZ y de ABZSO en plasma, la cual se analizé en la misma corrida
analitica. Se calculd la concentracién recuperada de ABZ y de ABZSO de cada una de las

muestras y se calculé el promedio, la DE y el CV%.

Criterio de aceptacion: El %CV del valor promedio no debe ser mayor que el 15%, excepto para

el limite inferior de cuantificacién, el cual debe ser menor o igual que 20%.

6.8.1.3.7 Exactitud
A partir de los datos de repetibilidad y reproducibilidad, se calculdé el % de desviacién con

respecto a la concentracion adicionada.

Criterio de aceptacion: El valor promedio del porcentaje de desviacion no debe ser mayor que
el 15%, excepto para el limite inferior de cuantificacion, el cual debe ser menor o igual que
20%.

6.8.1.3.8 Matriz sustituta
En el mismo dia se preparé una curva de calibracién en plasma humano y un juego de
muestras control por triplicado preparadas en plasma de conejo. Se interpol6 la respuesta de
las muestras control de plasma de conejo en la curva de calibracién de plasma humano y se

determiné la precision y exactitud.

6.8.1.3.9 Estabilidad
Se evalu6 la estabilidad de la muestra procesada en el automuestreador. Para ello, se
prepararon por triplicado las MCB y MCA de ABZ y ABZSO en plasma. Las muestras se
mantuvieron en el automuestreador y al finalizar la evaluacion se inyectaron junto con una
curva de calibracion fresca. La respuesta se interpold en la curva de calibracion y se determin6
la concentracion recuperada. Se consideraron estables las muestras si cumplian con los

criterios de repetibilidad y exactitud.
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6.8.2 Pardmetros farmacocinéticos

La cuantificacion de ABZ y ABZSO se realizé empleando el método previamente validado. Las
muestras del mismo conejo se analizaron en una misma corrida analitica junto con una curva
de calibracion. Las concentraciones se obtuvieron interpolando la respuesta analitica en la
curva de calibracion.

Para el calculo de los pardmetros farmacocinéticos se utilizé el programa Phoenix WinNonLin
Version 8.3.3.33 (Pharsight, Mountain View, CA, USA), empleando un modelo no
compartimental. Se calcularon los siguientes parametros farmacocinéticos: concentracion

plasméatica maxima (Cnax), tiempo en el que se alcanza la concentracion maxima (tmax), area

bajo la curva de 0 a 24 h (AUCo.), area bajo la curva de 0 a infinito (AUC,...), constante de

eliminacion (ke), vida media de eliminacion (ti2) y para las administraciones intravenosas,
adicionalmente se calculd: concentracién a tiempo cero (Co), volumen de distribucion (V) y
depuracién (CI).

Para comparar la formacion relativa del metabolito ABZSO, se calculd el cociente individual de
AUC,..ABZSO/AUC,..ABZ para cada via de administracion. Asimismo, se determind la
biodisponibilidad absoluta (F) para ambas administraciones extravasculares, empleando la
siguiente ecuacion:

AUCy_y, extravascular  Dosis intravenosa

*
AUCy_yintravenosa  Dosis extravascular

6.8.3 Andlisis estadistico
Las comparaciones estadisticas se realizaron empleando prueba de ANOVA seguidas de una

prueba de Tukey, utilizando Statgraphics Centurion XVI version 16.1.18.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 PREPARACION DEL PROFARMACO FOSFONOOXIMETILADO DE ABZ

La primera estrategia seleccionada para aumentar la solubilidad del ABZ fue la sintesis del
profarmaco fosfonooximetilado. Para tal propdsito se tomé como base la metodologia de
Chassaing, C., et al (2008) y Flores, M., et al (2014).

La ruta de sintesis empleada se presenta en la Figura 9. Las reacciones iy ii, fueron las que
presentaron un menor rendimiento.—y representan el paso limitante de la sintesis del
profarmaco. Es por esto que se probaron diferentes condiciones de reaccion para mejorar el
rendimiento de la misma y minimizar la cantidad de subproductos. Las condiciones evaluadas,
asi como los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 9 y se describen a continuacion.
Una vez realizada la sintesis empleando la condicién 1, se utilizé cromatografia en columna en
fase normal y una mezcla de cloroformo:MeOH (80:20) como fase movil y se aislé un sdélido, el
cual se analiz6 por HPLC-MS y RMN 1IH, el cual resulté ser un dimero de albendazol
(compuesto 4). En la Figura 12, se presenta el cromatograma obtenido. Los picos a los 16.7 y
17.0 min corresponden a una mezcla de los posibles regioisémeros del dimero de ABZ (543
m/z [M+H]+), cuya estructura se muestra en la figura 13.

Tabla 9. Condiciones de reaccion evaluadas para la reaccion Sn2.

L Cantidad : -
Condicion | Base | Temperatura de CIMeP Activante Resultado aproximado
NaH Se obtienen en igual proporcién
1 3e Ambiente 1.3 eq NO dimero y compuesto de interés.
i 50% de rendimiento.
2 €s2L0s | Ambiente 3eq BN 1.5 Bajo rendimiento.
2.5eq eqg
NaH R Bajo rendimiento. Se obtiene el
3 3eq -40 °C/4h 3eq NO dimero en un 80%.
Cs,COs3 o EtsN 1.5 Poca formacién del dimero
4 2.5 eq -40°C/ah 3eq eq (20%), pero bajo rendimiento.
5 Czséce?; -40 °C/4 h 3eq EtsN 3eq | Obtencién de dimero en 70%.
6 (;32003 30 °C 3 eq EtsN 1.5 No se observa la formacion del
5eq eq compuesto
7 Cs.CO3 50 °C 1.5 eq EtsN 1 eq Se obtiene el compuesto con
2 eq muchas impurezas
8 Cs2CO3 Ambiente 15e No Proporcion obtenida: 70%
1.5eq 6 h ~ €4 compuesto, 30% dimero.
Cs2CO3 . Proporcion obtenida: 70%
9 1.5eq Ambiente 10eq No compuesto, 30% dimero.
Cs.CO3 . Proporcion obtenida: 70%
10 1.5eq Ambiente 2 eq 12.5¢eq compuesto, 30% dimero.
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Figura 12. Resultado del andlisis de HPLC-MS del subproducto de reaccién (dimera). A)
Cromatograma, B) Espectro de masas correspondiente al pico de 16.7 min C) Espectro de

masas correspondiente al pico de 17.0 min

En el caso de la RMN 'H (Figura 13), es importante mencionar que la presencia de

regioisomeros vuelve complicada la asignacion de sefales,

porque se produce una

multiplicidad diferente a la esperada. Por ejemplo, la sefial en 0.99 ppm pareciera un cuarteto,

sin embargo, son dos tripletes traslapados generados por el metilo de la cadena alifatica. A

pesar de esto, la integracion y desplazamientos corresponden a las sefiales comunes del ABZ

pero con la aparicion de la sefial correspondiente al metileno que sirve de puente entre las dos

moléculas, la cual produce una sefial en 6.48 ppm y que integra para 2H. Esto aunado a los

hallazgos por HPLC-MS permite asegurar la presencia del dimero de ABZ.
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Figura 13. Espectro de RMN *H del dimero de albendazol

El motivo por el cual s6lo se logré aislar el dimero a partir de la condicion 1 es que el
compuesto 3 no se logré recuperar de la columna a pesar de haberse realizado pruebas con
otras fases moviles. Lo Unico que se logré recuperar al agregar MeOH puro a la columna fue un
polvo que al analizarlo por HPLC-MS/MS se encontré que correspondia a una mezcla del
compuesto 5 y ABZ. Esto nos lleva a pensar que el compuesto 3 no es estable dentro de la
columna ya que con el ambiente acido generado se lleva a cabo la ruptura de los enlaces con
los terbutilos, formando asi el compuesto 5. En adicion, el ABZ aparecia casi en todas las
fracciones eluidas a pesar de modificar la polaridad de la fase movil. Esto llevo a la conclusién
de que no se realizaria una purificacion intermedia de los compuestos, si ho que se realizarian
las reacciones de manera consecutiva hasta la formacién de la sal de sodio.

La siguiente condicion que se evalud fue con el cambio de la base empleada. En la Tabla 9 se
observa que al emplear NaH como base se obtuvo una mayor proporcion de dimero que al

emplear Cs,CO:s. Este efecto se atribuye a que el NaH es una base muy fuerte (pKa = 35) que
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aumenta la nucleofilia del ABZ y por tanto, una vez formado el compuesto de interés, una
segunda molécula de ABZ se une al metileno unido al grupo fosfato, mediante el mecanismo
mostrado en la Figura 14. Es por este motivo que se decidié emplear una base méas débil, pero
con la fuerza suficiente para quitar el proton del anillo benzimidazolico como lo es el Cs,CO3
(pKa =10.3).

Rae Sl N
NF L. PO~
& =~

N

My

Figura 14. Formacion del subproducto principal de reaccion.

Con el objetivo de aumentar la electrofilicidad del fosfato de di-terc-butil clorometilo (CIMeP) y
aumentar el rendimiento se empled trietilamina (EtsN) en las condiciones 2, 4, 5, 6 y 7. Sin
embargo, se obtuvo una mayor proporciéon del dimero con estas condiciones. Esto debido a
gue ademas de ser un agente activante, es una base que generd un efecto similar al del NaH,
por lo que se decidié no utilizarlo en otras pruebas.

En las condiciones 3 a la 7 se evalué la temperatura de la reaccién. En este caso se observd
gue una temperatura baja al inicio de la reaccién no presenté una ventaja siendo un proceso
gue consume recursos y esfuerzo. Por otro lado, usar una temperatura elevada promueve la
formacion de subproductos, lo cual lleva a tener rendimientos bajos. Es por esto que se decidio
mantener la temperatura ambiente.

Otra manera de aumentar el rendimiento es colocando un exceso de los reactivos, por lo que
se decidi6 agregar un exceso de electrofilo (condicion 9). Se encontrd que, a pesar de que el
rendimiento incremento, se obtuvieron especies polifosfatadas que poseen carga neta positiva,
las cuales pudieron ser observadas al analizar la mezcla de reaccion por HPLC-MS. Dicha
mezcla se sometié a tratamiento en medio basico, sin embargo, esto llevé a la descomposicion

de los compuestos formados. Aunado a esto, el uso de un exceso del electrofilo conlleva a

% S
Wl
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problemas en la purificacion, ademas de que dicho reactivo es mutagénico. Es asi que se
decidié emplear la menor cantidad posible del mismo.

La dltima estrategia (condicion 10) fue el aumento de la electrofilicidad del CIMeP, empleando
el fundamento de la reaccion de Finkelstein (Pace & Regmi, 2006). Se usé Kl como fuente de
yoduro para que este elemento reemplace el atomo de cloro en el electréfilo, haciéndolo asi
mas reactivo. Con ello se logré disminuir la cantidad de electrofilo usado y obtener un buen
rendimiento. Sin embargo, aun se obtiene ABZ residual en gran cantidad, por lo que no se
encontré una ventaja sustancial.

Debido a esto, se eligid la condicion 8 que empleando la menor cantidad de electréfilo y de
base permitié la formacion del compuesto. Posterior a esto se realizd la desproteccion y la
formacion de sal disédica tal como se indica en la metodologia en la seccion 6.2.

El sélido obtenido se analiz6 por RMN 'H, *C y 3P, asi como por HPLC-MS. En el
cromatograma mostrado en la Figura 15 se observa la presencia de dos picos correspondientes
a los regioisomeros del profarmaco de albendazol, ambos con un espectro de masas ESI*
similar, mostrando un pico de 376 m/z [M+H"*] correspondiente al profarmaco en su forma
diacida, ya que la fase mévil empleada tenia acido formico. Asimismo, se observa la transicion
con relacién masa carga 278 m/z que corresponde a la pérdida del grupo fosfato.

Los espectros de RMN del profarmaco de ABZ, se muestran en las figuras 16 a 18. En el caso
de la RMN !H, todas las sefales corresponden en desplazamiento y multiplicidad a los nucleos
de hidrégeno presentes en la molécula. En el caso de la RMN *3C, se obtuvieron las 13 sefiales
esperadas para cada uno de los carbonos de la molécula. Por dltimo, en el espectro de 3P, se
obtuvieron dos sefiales en 11 ppm, lo que indica la presencia de los dos regiosiomeros del

profarmaco de ABZ.
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Figura 15. Resultado del analisis de HPLC-MS del profarmaco de ABZ. A) Cromatograma, B)
Espectro de masas correspondiente al pico de 12.2 min. C) Espectro de masas
correspondiente al pico de 12.4 min. 376 m/z [M+H]*, 344 m/z ([M-OCHjs]*), 278 m/z ([M-
H.PO.]*
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Figura 16. Espectro de RMN H del fosfonooximetil albendazol. (D-0, 400 MHz, & ppm): 0.86 (t,
3H, -CHj3); 1.50 (m, 2H, -CH>-); 2.87 (m, 2H, -CH>-S); 3.67 (s, 3H, O-CHs); 4.7 (sb, OH); 5.52 (d,
2H, N-CH»-0); 7.00-7.50 (m, 3H, H-Ar).
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Figura 17. Espectro de RMN *3C del fosfonooximetil albendazol. (DO, 75 MHz, & en ppm):
12.59 (1); 22.08 (2); 36.00 (3); 52.85 (10); 66.85 (13); 110.43 (6); 111.54 (4); 113.75 (11);
114.86 (5); 125.46 (7); 129.98 (12); 131.00 (8): 150.77 (9).
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Figura 18. Espectro de RMN %P del fosfonooximetil albendazol. (D-0, 122 MHz, & en ppm)

Es importante mencionar que no se consideré necesario separar los regioisomeros ya que al
ser un profarmaco biorreversible, una vez que se hidroliza en el cuerpo, ambas moléculas

generan al ABZ, tal como se muestra en la Figura 19.
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Figura 19. Hidrdlisis de los dos regioisomeros del profarmaco de albendazol
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7.1.1 Determinacion de pureza por RMN cuantitativa
Una vez comprobada la identidad del compuesto, se determiné la pureza empleando la técnica
de RMN cuantitativa y acido cloroacético como estandar interno. La ecuacion utilizada fue:

PM analito
%
masa analito PM estandar

Area analito #protones estandar masa estandar
Area EI

Pureza = * pureza estandar

* *
#protones analito

Y se obtuvo el siguiente resultado:

1783.05 2 0.0112g 419
—_—— X — X% *
23690.15 2 0.0132g 94.5

Con este dato de pureza y tomando en cuenta que al llevar a cabo la reaccién se inici6 con

*99.0 = 28.03 %

Pureza =

1.0062 g de albendazol y se lograron obtener 0.5648 g de los 1.423 g esperados de
compuesto, el rendimiento global del proceso fue de 11.13%.

28.03 g compuesto 100
=11.13%

Rendimiento = 0.5648 g pol
endimiento g polvo * *1423 g esperados

100 g polvo
7.2 SOLUBILIDAD DEL PROFARMACO
7.2.1 Metodologia analitica para cuantificar el profarmaco
El método analitico para la cuantificacion del profarmaco por HPLC fue lineal y preciso en el
rango de 10 a 90 pg/mL (Tabla 10). En la Figura 20 se muestra una de las curvas de
calibracion obtenidas. Con estos resultados se demuestra que la metodologia es confiable para

cuantificar el profarmaco en solucion.

Tabla 10. Linealidad y precision del método analitico para cuantificar al profarmaco de
albendazol

Concentracion .,
tedrica Concentracion Respuesta Factor
(ug/mL) real (ug/mL) respuesta
10.00 10.350 1079468 104296.425
30.00 31.050 3232236 104097.778
50.00 51.750 5454365 105398.358
70.00 72.450 7536024 104016.894
90.00 93.150 9656607 103667.279
Ordenada (b) 27223.50000 | Promedio 104295.347
Pendiente (m) | 103662.15459 DE 657.205
r 0.9999 CV (%) 0.6
ERR 0.776
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Figura 20. Curva de calibracion del método para cuantificar al profarmaco de albendazol

7.2.2 Estudio de solubilidad del profarmaco
La solubilidad del profarmaco se evalué a los pHs: 6.0, 7.4 y 8.0, que son bien tolerados para
una administracion parenteral. Los resultados de solubilidad se muestran en la Tabla 11. En
ella se puede observar que, en el rango evaluado, la solubilidad del profarmaco es
independiente del pH. Considerando que la solubilidad de ABZ en agua es 3 x10° mM, con el
profarmaco se aumenté este valor de mas de 20 000 veces.
Tomando en cuenta que la dosis normal de ABZ es 15 mg/Kg al dia y asumiendo que el peso
del paciente fuera de 70 kg y que la biodisponibilidad fuera de 1%, la dosis por via
intramuscular deberia ser de 10.5 mg en un volumen maximo de 2 mL. Los resultados de

solubilidad de la Tabla 11 documentan la factibilidad de administrar el profarmaco por esta via.
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Tabla 11. Solubilidad del profarmaco en soluciones amortiguadoras

Solucion Concentracion | Concentracién | Concentracion | Concentracién
amortiguadora | interpolada de la muestra promedio promedio

(ng/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mM)
52.46 26.234

pH 6.0 55.91 27.959 27.288 64.8
55.34 27.673
51.98 25.993

pH 7.4 55.41 27.705 27.045 64.2
54.87 27.437
59.39 29.696

pH 8.0 59.69 29.850 29.622 70.4
58.64 29.321

7.3 HIDROLISIS DEL PROFARMACO
Una vez evaluada la solubilidad, el siguiente parametro fue la hidrélisis del profarmaco. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 21. En ella se puede observar que la cantidad
de ABZ remanente por liberarse vs tiempo sigue un comportamiento exponencial, lo que indica
gue la cinética de liberacion de ABZ a partir del profarmaco es de primer orden. Al calcular la
vida media de liberacion se obtuvo un valor de 8.72 + 0.23 min, lo que indica que, una vez que
el profarmaco se encuentra en la circulacion, al estar en contacto con las enzimas fosfatasas, el

ABZ se liberara rapidamente, dejandolo disponible para ejercer su efecto terapéutico.

remanente por liberarse

Cantidad de ABZ

Mempo (min)

Figura 21. Cantidad de ABZ remanente por liberarse a partir del profarmaco vs tiempo
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7.4 ANALISIS DEL COSTO
A pesar de que el profarmaco presenta una alta solubilidad acuosa y el ABZ se libera
rapidamente, la ruta sintética para obtenerlo fue complicada. En la tabla Tabla 12 se presenta
el costo para obtener 1 g del profarmaco, el cual es muy alto. Por lo anterior, se decidio utilizar

otra alternativa para obtener una formulacién via parenteral de albendazol.

Tabla 12. Costo de la sintesis de 1 g de profarmaco de albendazol
ABZ Cs2CO3 CIMeP DMF HCl en dioxano = Dioxano Total

Cantidad 6.33 ¢ 11.84¢ 9.27¢g 350 mL 95 mL 60 mL
Precio por $1,673/ $1,267/ $15900/ $2,353/ @ $2,948/100 mL  $1,366/

frasco 10g 50¢g 25¢ 1L 100 mL

Precio $1,060 $300 $5,896 $823 $2,800 $820 $11,699
aproximado

para 1 g de

compuesto

7.5 DESARROLLO DE FORMULACION EMPLEANDO COSOLVENTES
La segunda estrategia consistio en el uso de una técnica mas sencilla que es el uso de sistema

de cosolventes. A continuacion, se presentan los resultados obtenidos.

7.5.1 Desarrollo de la metodologia analitica
Para poder desarrollar la formulacion empleando cosolventes, se debia contar con una
metodologia confiable para la cuantificacién del ABZ en los diferentes cosolventes o mezclas
de ellos. En primer lugar, se seleccion6 un método espectrofotométrico, por lo que se
determiné la selectividad a los diferentes excipientes a evaluar. El criterio de aceptacién era
gue la absorbancia de los cosolventes debia ser menor al 20% de la absorbancia de una
solucién de ABZ a 1 yg/mL a las longitudes de onda elegidas. En la Tabla 13, se muestran los
resultados de absorbancia, en la que se muestra en negritas los disolventes que no cumplieron
con dicho criterio. Por lo anterior, fue necesario desarrollar un método cromatogréfico para
llevar a cabo la cuantificacion de ABZ en estos disolventes. En la Tabla 14 se presentan los
resultados de respuesta de los cosolventes empleando el método cromatografico. Se puede

observar que la respuesta obtenida fue menor al 20% de la sefal obtenida con la solucion de
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ABZ de 3 pg/mL, lo que demuestra que el método es selectivo. Ambos métodos fueron

validados determinando su linealidad precision y exactitud.

Tabla 13. Selectividad de los excipientes en el método espectrofotométrico

Sustancia Dilucién 0 Absorbancia Absorbancia
concentracion A=291 nm A=305 nm

ABZ 1 pug/mL 0.043 0.036
Citrato de sodio 1.65% m/v 0.005 0.003
PLX®188 25% m/v 0.008 0.006
Benzoato de sodio 20% m/v 0.013 0.007
PLX® 127 0.006 0.002
Tween® 20 5% miv 0.118 0.047
Tween® 80 2.476 0.350
Glicerina 0.007 0.004
Propilenglicol 14 0.009 0.005
PEG 400 ’ 0.007 0.006
PEG 600 0.007 0.007
Cremofor® 1:50 2.532 0.324
EtOH ) 0.002 0.002
DMSO 0.001 0.003
DMA 1:1000 0.003 0.001

Tabla 14. Selectividad del método cromatogréfico

Solucién Area % respuesta
ABZ 3 pg/mL 312737 -
Tween 20® 1602 0.512
Tween 80® 4222 1.350
Cremofor® 32520 10.399

7.5.1.1 Validacion del método espectrofotométrico para cuantificar ABZ
En la Figura 22 se presenta una curva tipica de calibracion obtenida empleando el método
espectrofotométrico (rango de 1.0 — 25.0 ug/mL). En todos los casos, el coeficiente de
correlacion fue mayor a 0.99. En la Tabla 15 se observa que el método es preciso y exacto ya
que los valores de coeficiente de variacion y de error relativo debido a la regresion (ERR)

fueron menores a 2% en todos los casos.
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Figura 22. Curva de calibracion del método espectrofotométrico.
Tabla 15. Linealidad y precision del método espectrofotométrico
291 nm 305 nm
Dial Dia 2 Dial Dia 2
Concentracion Factor Factor Factor Factor
(ug/mL) respuesta respuesta respuesta respuesta
1.0 0.0346 0.0377 0.0358 0.0358
2.0 0.0341 0.0373 0.0344 0.0363
4.0 0.0341 0.0373 0.0354 0.0358
6.0 0.0352 0.0383 0.0362 0.0358
10.0 0.0350 0.0378 0.0353 0.0357
15.0 0.0350 0.0368 0.0357 0.0345
20.0 0.0351 0.0371 0.0357 0.0347
25.0 0.0350 0.0370 0.0359 0.0348
Promedio 0.0348 0.0374 0.0355 0.0355
Desviacion 0.0004 0.0005 0.0005 0.0007
estandar
CV (%) 1.3 1.3 15 1.9
r 1.00 0.99 1.00 0.99
ERR (%) 0.52 1.02 0.73 1.10

Cieneins Quimices
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7.5.1.2 Validacion del método cromatogréafico para cuantificacion de ABZ
Asimismo, el método fue lineal en el rango de 3.0 a 25.0 ug/mL, obteniendo curvas de
calibracion como la mostrada en la Figura 23. En la Tabla 16 se muestran los resultados de
linealidad y precision. EI método fue confiable ya que los valores de coeficiente de correlacion
fueron mayores a 0.99 y tanto el error relativo a la regresion como el coeficiente de variaciéon

fueron menores al 2%.

3000000
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2000000
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0 5 10 15 20 5
Concentracion ABZ (mg/mL)

Figura 23. Curva de calibracion del método cromatografico.

Tabla 16. Linealidad y precisién del método cromatografico

Dia 1 Dia 2
Concentracion Factor Factor
(ug/mL) respuesta respuesta
3.00 101209.4 106132.7
5.00 102325.0 103709.4
10.00 105271.7 107205.5
15.00 103904.6 103625.6
25.00 105268.2 106714.8
Promedio 103595.8 52738.8
Desviacién
estandar 1803.5 847.9
CV (%) 1.7 1.6
r 1.00 0.99
ERR (%) 0.79 1.95
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7.5.2 Pruebade solubilidad
Los resultados de solubilidad de ABZ se muestran en la Tabla 17. Se puede observar que los
disolventes en los que el ABZ fue méas soluble fueron DMA y DMSO, que son disolventes
polares de alta constante dieléctrica y que han sido aprobados para su uso en formas
farmacéuticas parenterales. En el caso de la DMA, se ha demostrado que los efectos adversos
se presentan al utilizar dosis mayores a 400 mg/Kg. Ademas, se ha reportado que no muestra
actividad hemolitica, con una DLsy de 37% v/v. En contraste, el DMSO presenta una mayor
actividad hemolitica, con una DLso de 5.1%. (La DLso representa el porcentaje del volumen total
requerido para producir hemolisis) (Gupta & Brazeau, 2010).
Los otros disolventes en los que el ABZ presentd buena solubilidad fueron los polietilenglicoles
400 y 600, en los que la solubilidad aumenté cerca de 2000 veces. El PEG 400 ha sido el mas
utilizado en formulaciones parenterales ya que presenta baja actividad hemolitica y no es
irritante (Gupta & Brazeau, 2010). En contraste, el uso de PEG 600 en formulaciones
parenterales ha sido baja, encontrandose en 5% de las formulaciones (U.S Food and Drug
Administration, 2020).
Los resultados mostraron que en propilenglicol (PG) y etanol, que son los disolventes mas
comunes en formulaciones farmacéuticas, la solubilidad se incrementd entre 600 y 800 veces.
Estos disolventes presentan baja toxicidad y pueden emplearse en altas concentraciones en
formulaciones parenterales, llegando hasta 80-100% para formulaciones intramusculares
(Gupta & Brazeau, 2010). Dado que el etanol presentd una mayor capacidad de solubilizar al
ABZ y considerando que su densidad es menor a la del propilenglicol, se decidio utilizar este
disolvente para el desarrollo de la formulacion.
En resumen, los tres disolventes seleccionados para continuar con su evaluacién para el

desarrollo de la formulacién fueron la dimetilacetamida, el PEG 400 y el etanol.

Tabla 17. Solubilidad de ABZ en diferentes disolventes e hidrotropos

Concentracién
i (hg/mL)
Metodp!oglg,de Disolvente Promedio | CV (%) Aument_o en
cuantificacion solubilidad
Agua 0.815
UV-Vis Citrato de sodio 1.65% 1.115 16.0 1
UV-Vis Poloxamero 188 5% 3.646 31.2 4
UV-Vis Poloxamero 127 5% 12.493 10.0 15
HPLC Tween® 20 5% 21.755 2.4 27
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Concentracién
i (hg/mL)

Metod_ol_oglgrde Disolvente Promedio | CV (%) A“me’.“.o en
cuantificacién solubilidad
UV-Vis Benzoato de sodio 20% 11.520 7.8 14
UV-Vis Poloxamero 127 8.5% 23.878 7.2 29
UV-Vis Glicerina 27.946 14.3 34
HPLC Tween® 80 5% 29.123 4.6 36
UV-Vis Poloxamero 188 25% 32.628 34.2 40
HPLC Cremofor® 88.327 46.1 108
UV-Vis Propilenglicol 529.995 3.5 650
UV-Vis Etanol 655.956 6.5 805
UV-Vis PEG 600 1519.390 7.8 1864
UV-Vis PEG 400 1582.617 6.2 1942
UV-Vis DMSO 21593.558 | 28.1 26495
UV-Vis DMA 24059.716 | 10.3 29521

7.5.3 Disefio de laformulacion

Una vez seleccionados los tres disolventes a emplear en la formulacion (DMA, PEG 400 y

etanol) se emple6 un disefio de experimentos factorial 32 para determinar cudl seria la

proporcion éptima de estos disolventes para alcanzar la mayor cantidad de ABZ disuelta. La

grafica de superficie de respuesta que se presenta en la Figura 24 mostr6 que la mayor

concentracion de ABZ se alcanza al usar la mayor proporcion de los dos disolventes evaluados,

que es 30% v/iv de DMA y 50% m/v de PEG 400. Es por ello que se decidié elegir esta

formulacion, la cual se denominé F1.

ABZ solubility (mgiml.)
~

i ddlias bl
| \ '
|

Figura 24. Gréafica de superficie de respuesta del Disefio de Experimentos.
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Con el objetivo de disminuir el riesgo de hemdlisis, se decidié combinar el EtOH con otras

soluciones acuosas las cuales se presentan en la Tabla 3. Los resultados se muestran en la

Figura 25. Dado que la mayor cantidad de ABZ disuelto se obtuvo con la formulacion BA,
constituida por 30% v/v DMA, 50% m/v PEG 400 y 25% v/v de una solucion de benzoato de
sodio 6% en EtOH al 70%, esta fue seleccionada para continuar con su evaluacion y fue

designada como F2.

En la Tabla 18 se presenta la composicion final de las 2 formulaciones. Las concentraciones

utilizadas de cada uno de los disolventes se encuentran dentro del rango aceptado por la FDA

para su uso parenteral (U.S Food and Drug Administration, 2020).

A ambas formulaciones se les hizo la evaluacién de estabilidad y hemdlisis para posteriormente

seleccionar la que se emplearia en el estudio de farmacocinética.

4

3.5

[ABZ] mg/mL

0

3 1
2.5 +—
2
1.5 +
1 4+
0.5

F1 AA AB AC

BA BB
Formulacion

BC

CA CB cc

Figura 25. Solubilidad de ABZ en las formulaciones preparadas de acuerdo con la Tabla 3.

Tabla 18. Composicion de las formulaciones finales

Formulacién

Composicion

Concentracién de ABZ

30% v/v Dimetilacetamida

25% v/v Solucion de benzoato de
sodio 6% en EtOH 70%

F1 50% m/v PEG 400 5 mg/mL
25% vl/v Etanol
30% v/v Dimetilacetamida
50% m/v PEG 400

F2 5 mg/mL
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7.6 ESTUDIO DE ESTABILIDAD

Ambas formulaciones fueron transparentes e incoloras y mantuvieron sus caracteristicas fisicas
después de 12 meses de almacenamiento a temperatura ambiente. Asimismo, el valor de pH
fue de 5 durante el periodo evaluado y la concentracién de ABZ no cambié en méas de 10 %,
cumpliendo con lo establecido en la guia de estabilidad de la FDA (U.S. Food and Drug
Administration, 2008).

Al mantener las formulaciones en condiciones de refrigeracion, se encontré que, después de 6
meses se presentd un precipitado blanco el cual no se resuspendié después de la agitacion.
Ademads, al término de los 6 meses, la concentracion de ABZ disminuy6 en un 30 %, por lo que
se concluyé que, bajo estas condiciones de almacenamiento, las formulaciones no son

estables.

Tabla 19. Estabilidad quimica de las formulaciones de cosolventes

., o [ABZ] inicial | [ABZ] final | , . . Tiempo
Formulacién Condicién mg/mL mg/mL % Diferencia (meses)
TZTn%?éitt‘;ra 5.183 5.326 28 12
F1
Refrigeracion 5.183 3.374 -34.9 6
Tzr:q%?éitt‘ga 5.044 5.538 9.8 12
F2
Refrigeracion 5.044 2.788 -44.7 6

7.7 EVALUACION DE HEMOLISIS
Debido a que se planeaba administrar el sistema de ABZ con cosolventes por via intravenosa,
se evalu6 su capacidad hemolitica para asegurar que no causara un dafio. En la Figura 26 se
puede observar que el porcentaje de hemdlisis con ambas formulaciones fue menor a 11%. Se
considera que una formulacién es hemolitica si el porcentaje de hemdlisis es mayor a 25%, por
lo que las formulaciones desarrolladas se consideran seguras para ser administradas por esta
via (Amin K, 2006).
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Figura 26. Porcentaje de hemdlisis producido por las formulaciones de cosolventes

Dado que ambas formulaciones fueron estables durante 1 afio y que la formulacion F2
presenté un menor porcentaje de hemodlisis, se eligio a esta Ultima para realizar el estudio de

farmacocinética.

7.8 ESTUDIO DE FARMACOCINETICA DEL PROFARMACO DE ABZ Y DE LA
FORMULACION EN EL SISTEMA DE COSOLVENTES

7.8.1 Validacion del método analitico para cuantificar ABZy ABZSO
En las Figura 27 y Figura 28 se muestran los cromatogramas tipicos de una MCB y una MCA
respectivamente. En ellos se puede observar que los picos obtenidos para los dos analitos y el
estandar interno son simétricos, tienen buena forma y se encuentran resueltos. Ademas, no se

encontraron interferencias en la respuesta de los analitos.
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Figura 28. Cromatograma representativo de la muestra control alta (MCA)
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7.8.1.1 Selectividad
Para la selectividad, se calculd la respuesta de la interferencia, empleando la siguiente
ecuacion:

) ) Area del analito o del EI en la muestra blanco
% de respuesta (interferencia) = — X 100
Area promedio del analito o del EI en la muestra del LIC

Los resultados se presentan en la Tabla 20. Se demostr6 que el método es selectivo, ya que el
porciento de la interferencia no fue mayor a 20 % de la respuesta obtenida para el limite de

cuantificacion y fue menor al 5 % para la respuesta del El.

Tabla 20. Respuesta analitica de los blancos al evaluar selectividad

Tipo de blanco | % LICABZ | % LIC ABZSO % El
Normal 16.40 0.00 0.00
Normal 7.82 0.00 0.00
Normal 9.04 0.00 0.00
Conejo 5.26 0.00 0.00
Conejo 6.01 0.00 0.00

Hemolizado 10.24 0.00 0.00

7.8.1.2 Efecto de acarreo
Los resultados de la prueba se presentan en la Tabla 21. Después de la inyeccion de la
concentracion mas alta de ABZ o ABZSO, el porcentaje de respuesta respecto al limite de
cuantificacion fue menor al 20% y menores al 5 % de respuesta con respecto al El. Con ello se

confirma que, bajo las condiciones analiticas empleadas, no existe efecto de acarreo.

Tabla 21. Respuesta de los blancos en la prueba de acarreo

Muestra % LIC ABZ % LIC ABZSO % El
Blanco 1 13.50 0.00 0.00
Blanco 2 15.50 0.00 0.00
Blanco 3 0.00 2.10 0.00
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7.8.1.3 Efecto de matriz
En los resultados que se presentan en la Tabla 22, se reporta el valor promedio del factor de
matriz normalizado (FMN), calculado de acuerdo con la ecuaciébn mostrada en la seccion
6.8.1.3.2. En ellos se observa que no existe efecto de matriz ya que el FMN es muy cercano a
1. Ademas, los datos fueron precisos ya que los valores de % CV fueron menores a 15% que

es el limite establecido.

Tabla 22. Efecto de matriz normalizado para ABZ y ABZSO (n=5)

Albendazol Sulféxido de albendazol
MCB MCA MCB MCA
FMN 1.016 1.071 1.002 0.952
DE 0.066 0.020 0.028 0.019
% CV 6.5 1.9 2.8 2.0

7.8.1.4 Curva de calibracion

El rango de la curva de calibraciéon fue de 0.5 — 1000.0 ng/mL para el ABZ y de 10.0 — 1500.0
ng/mL para el ABZSO en plasma. En la figura 29 se muestra un ejemplo de una curva de
calibracion tipica. Los datos fueron ajustados a una ponderacién 1/x que fue con la que se logré
el mejor ajuste.

En la Tabla 23 se muestra el % de desviacién de la concentracion calculada con respecto a la
concentracion nominal de los dos analitos en cada punto de las 3 curvas evaluadas. En ella se
observa que se cumplen los criterios indicados en la NOM-177-SSA1-2013, por lo que se

demuestra que el método analitico es lineal en el intervalo evaluado para ambos analitos.

Tabla 23. Porcentaje de desviacion de la concentracion calculada con respecto a la
concentracién nominal de ABZ y ABZSO. *Punto eliminado para el calculo de regresion lineal.

[ABZ] curval | curva?2 | curva3 [ABZSO] curval | curva?2 | curva3
ng/mL ng/mL
0.5 -7.0 -3.0 -8.0 10.0 -6.4 -3.5 -3.0
1.0 10.6 35 14.0 20.0 -0.7 4.8 5.1
5.0 9.5 12.3 4.4 40.0 4.9 4.5 3.1
10.0 13.8 16.2* 10.8 100.0 -2.8 -2.5 -7.3
50.0 0.6 4.3 3.5 200.0 -4.6 2.1 3.8
100.0 6.9 6.4 2.4 500.0 -3.0 3.1 3.9
500.0 -9.4 -8.9 -12.2 1000.0 -2.5 -2.6 -0.4
1000.0 -8.8 -14.6 -14.9 1500.0 1.5 35 4.4
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7.8.1.5 Precision y exactitud
De acuerdo con los resultados mostrados en Tabla 24 y Tabla 25, se demostré que el método
€s preciso y exacto, ya que los valores de coeficiente de variacién y % de desviacién promedio
fueron menores al 15 %. De igual forma, se obtienen valores menores a 20 % para el limite
inferior, por lo que se confirma que la concentracion seleccionada como LIC cumple con los

criterios de precision y exactitud.

Tabla 24. Repetibilidad y exactitud del método para ABZ
. Concentracion recuperada (ng/mL)
Réplica
LIC MCB MCM1 MCM2 MCA
1 0.536 1.686 21.936 70.900 775.980
2 0.516 1.578 21.899 62.700* 759.550
3 0.551 1.663 21.942 74.300 724.520
4 0.550 1.684 21.699 74.300 752.890
5 0.514 1.631 20.753 73.300 754.370
Promedio 0.533 1.648 21.646 71.100 753.462
DE 0.02 0.05 0.51 4.90 18.59
CcVv 3.3 2.7 2.4 6.9 2.5
Conc. nominal (ng/mL) 0.495 1.485 24.745 74.235 742.350
Desviacion (%) 7.8 11.0 -12.5 -4.2 15

*Valor con % de desviacion mayor al 15%

Tabla 25. Repetibilidad y exactitud del método para ABZSO

Réoli Concentracién recuperada (ng/mL)

eplica LIC MCB MCM1 MCM2 MCA
1 10.1 28.2 156.4 774.6 1169.0
2 10.7 27.4 151.3 766.1 1189.0
3 10.9 27.5 155.1 792.2 1159.0
4 105 28.3 158.2 786.2 1169.0
5 10.3 28.0 152.8 778.3 1184.0
Promedio 105 27.9 154.8 779.5 1174.0
DE 0.32 0.41 2.76 10.14 12.25

Ccv 3.0 15 1.8 1.3 1.0
Conc. nominal (ng/mL) 9.8 29.4 147.0 735.0 1225.0
Desviacion (%) 7.1 -5.2 5.3 6.1 -4.2
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Por otro lado, en la Tabla 26 y Tabla 27 se muestran los resultados de reproducibilidad de 3
corridas diferentes en dos dias de analisis. En ella se observa que el método cumple con los
criterios de precision y exactitud, ya que los valores de %CV y % de desviacion fueron menores
a 15% en todos los casos.

Tabla 26. Reproducibilidad del método para ABZ

oo Concentracién recuperada (ng/mL)
CORRIDA Réplica

MCB MCM1 MCM2 MCA
1 1.686 21.936 70.900 775.980
2 1.578 21.899 62.700* 759.550
1 3 1.663 21.942 74.300 724.520
4 1.684 21.699 74.300 752.890
5 1.631 20.753* 73.300 754.370
1 1.570 21.320 69.100 752.800
2 1.540 21.840 73.700 711.200
2 3 1.580 21.970 66.990 737.600
4 1.500 22.100 68.200 735.200
5 1.580 22.620 64.020 688.800
1 1.530 22.932 74.700 776.000
2 1.540 21.903 71.550 741.100
3 3 1.590 20.433* 73.200 746.200
4 1.580 20.286* 73.350 760.100
5 1.390 21.168 71.250 759.800
Promedio 1.576 21.653 70.771 745.074

DE 0.08 0.74 3.81 23.42

Ccv 4.8 3.4 5.4 3.1
Conc. nominal (ng/mL) 1.485 24.745 74.235 742.350

Desviacion (%) 6.1 -12.5 -4.7 0.4

*Valor con % de desviacién mayor al 15%
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Tabla 27. Reproducibilidad del método para ABZSO

Lo Concentracion recuperada (ng/mL)
CORRIDA Réplica
MCB MCM1 MCM2 MCA
1 28.200 156.400 774.600 1169.000
2 27.400 151.300 766.100 1189.000
1 3 27.500 155.100 792.200 1159.000
4 28.300 158.200 786.200 1169.000
5 28.000 152.800 778.300 1184.000
1 25.300 148.000 769.100 1174.000
2 26.900 146.400 804.400 1180.000
2 3 25.500 148.300 827.500 1219.000
4 25.200 147.400 806.000 1229.000
5 26.200 148.600 808.900 1179.000
1 25.820 145.800 762.200 1121.000
2 26.390 147.700 807.600 1126.000
3 3 27.070 147.400 757.800 1157.000
4 24.890* 145.100 798.900 1134.000
5 24.610* 143.800 770.100 1180.000
Promedio 26.485 149.487 787.327 1171.267
DE 1.24 431 20.90 30.04
CVv 4.7 2.9 2.7 2.6
Conc. nominal (ng/mL) 29.400 147.000 735.000 1225.000
Desviacion (%) -9.9 1.7 7.1 -4.4

*Valor con % de desviacién mayor al 15%

7.8.1.6 Efecto de la dilucion
Los resultados de precision y exactitud obtenidos al realizar una dilucion 1:2 y 1:5, se presentan
en la Tabla 28. Se puede observar que, con ambas diluciones se mantienen los criterios de

precision y exactitud.

Tabla 28. Precision y exactitud en muestras control diluidas

Concentracién recuperada (ng/mL)
Réplica ABZ ABZSO
1.5 1.2 1.5 1.2
1 1247.6 1470.9 2485.5 2432.0
2 1240.8 1553.3 2571.3 2526.0
3 1310.7 1592.6 2622.7 2461.0
4 1319.8 1510.4 2342.1 2342.0
5 1288.8 1450.2 2537.0 2537.0
Promedio 1281.5 1515.5 2511.7 2459.6
DE 35.99 58.42 107.20 79.05
CVv 2.8 3.9 4.3 3.2
Conc. nominal (ng/mL) 1484.700 1484.700 2720.000 2450.000
Desviacion (%) -13.7 2.1 -7.7 0.4
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7.8.1.7 Matriz sustituta

Para asegurar la confiabilidad de los resultados al emplear plasma humano para la curva de
calibracion en lugar plasma de conejo, se evalu6 el efecto de la matriz sustituta. Para ello se
prepararon muestras en plasma de conejo conteniendo una concentracion conocida de ABZ y
ABZSO vy se interpolaron en una curva de calibracion en plasma humano. Los resultados de
precision y exactitud se muestran en la Tabla 29 y Tabla 30. En ella se puede observar que se
cumplen los criterios de precision y exactitud para los dos analitos, por lo que es confiable
utilizar la curva de calibracién en plasma humano para interpolar las concentraciones de las

muestras obtenidas en el estudio de farmacocinética en conejos.

Tabla 29. Precision y exactitud obtenido en la prueba de matriz sustituta para ABZ.

oo Concentracién recuperada (ng/mL)
Réplica
MCB MCM1 MCM2 MCA
1 1.708 28.720 79.380 760.890
2 1.586 28.270 84.689 696.800
3 1.708 27.370 82.980 740.100
Promedio 1.667 28.120 82.350 732.597
DE 0.07 0.69 2.71 32.70
CcVv 4.2 2.4 3.3 4.5
Conc. nominal (ng/mL) 1.485 24,745 74.235 742.350
Desviacion (%) 12.3 13.6 10.9 -1.3

Tabla 30. Precision y exactitud obtenido en la prueba de matriz sustituta para ABZSO.

L Concentracion recuperada (ng/mL)
Réplica
MCB1 MCM1 MCM2 MCA
1 25.125 141.950 638.850 1030.100
2 25.436 144.920 682.050 1052.120
3 25.873 147.700 638.210 1057.530
Promedio 25.478 144.857 653.037 1046.583
DE 0.38 2.88 25.13 14.53
CcVv 15 2.0 3.8 1.4
Conc. nominal (ng/mL) 29.400 147.000 735.000 1225.000
Desviacion (%) -13.3 -1.5 -11.2 -14.6

7.8.1.8 Estabilidad
Considerando que la estabilidad del ABZ y ABZSO ya se habia demostrado previamente, en el
presente trabajo solamente se evalué la estabilidad de la muestra procesada en el
automuestreador. Como se muestra en la Tabla 31, ambos analitos cumplieron con los criterios
de precision y exactitud, por lo que se concluye que las muestras fueron estables durante 39 h
para el ABZ y 45 h para el ABZSO.
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Tabla 31. Estabilidad en el automuestreador

Concentracion recuperada (ng/mL)
Réplica ABZ,39h ABZSO, 45 h
MCB MCA MCB MCA
1 1.140 753.120 28.800 1250.000
2 1.280 744.070 28.200 1290.000
3 1.260 798.340 28.000 1280.000
4 1.090 777.620 29.800 1220.000
5 1.200 815.160 30.200 1250.000
Promedio 1.194 777.662 29.000 1258.000
DE 0.08 29.85 0.97 27.75
CVv 6.7 3.8 3.3 2.2
Conc. nominal (pg/mL) 1.240 742.350 29.400 1225.000
Desviacion (%) -3.7 4.8 -1.4 2.7

7.8.2 Farmacocinéticade ABZ en las diferentes formulaciones desarrolladas

Existen diferentes reportes en la literatura indicando que, por el extenso metabolismo de primer

paso, las concentraciones de albendazol eran muy bajas por lo que no era posible caracterizar

su perfil farmacocinético (Alvarez, et al., 1999). Por la sensibilidad del método desarrollado, en

el presente estudio fue posible cuantificar el ABZ, encontrando concentraciones medibles hasta

las 12 h. La Figura 30 muestra el perfil de concentracion vs tiempo obtenido. Los resultados

mostraron que, después de la administracién por via oral, existe una gran variabilidad en las

concentraciones plasmaticas de ABZ durante las primeras dos horas. Este comportamiento

concuerda con los resultados previos reportados en humanos (Jung Cook, 2012).

Asimismo, se encontré que, durante las primeras dos horas, las concentraciones fueron mucho

mayores después de la administracion parenteral, aun cuando la dosis por via oral fue el doble.

Estos datos corroboran la baja biodisponibilidad oral del ABZ reportada previamente.
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Figura 30. Perfil de concentracidn plasmatica vs tiempo de ABZ (media + desviacion estandar)

En la Figura 31 se presentan los resultados de concentracion plasmética vs tiempo del ABZSO.
En ella se puede observar que, por la via oral, el metabolito también presenta una alta
variabilidad en las concentraciones durante las primeras 2 h. Ademas, es de resaltar que las
concentraciones fueron cuantificables hasta las 24 h.
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Figura 31. Perfil de concentracidn plasmatica vs tiempo de ABZSO (media + desviaciéon
estandar)

En las tablas 32 y 33 se presentan los parametros farmacocinéticos obtenidos. En ellas se
puede observar que, en todas las vias de administracion, la vida media del ABZ fue mas corta
gue la del ABZSO. Esta rapida desapariciéon del ABZ del torrente sanguineo se debe a su
rapido metabolismo, asi como a su amplia distribucion a los tejidos, lo cual se comprueba con
el gran volumen de distribucién (Vz) obtenido, resultado que concuerda con lo reportado por Li,
et al, (1995) quienes encontraron una amplia distribucién del ABZ a tejido muscular, higado,
corazén y rifidn de conejo.

Al comparar los valores de vida media ABZ en las diferentes vias de administracion, se
encontré que no existe una diferencia significativa (p>0.05) entre ellas. Para el caso del
ABZSO, tampoco se encontraron diferencias significativas en la vida media entre las diferentes
vias de administracion, lo que indica que el proceso de eliminacion tanto del farmaco como del

metabolito es el mismo sin importar la via ni la dosis administrada.
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Tabla 32. Pardmetros farmacocinéticos de ABZ en conejos (n=6)
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Formulacion (via)

Cosolventes (1V)

Zentel® (oral)

Profarmaco (IV)

Profarmaco (IM)

Dosis 5 mg/Kg 10 mg/Kg 5 mg/Kg 5 mg/Kg
Ke (1) 0.345 +0.061 0.316 + 0.096 0.667 + 0.339 0.448 + 0.211
tuz (h) 2.06 £ 0.31 2.34 £ 0.60 151+1.12 1.88 + 0.92
Tmax (h) 4.25 (0.67 — 5.00) 0.42 (0.17 - 0.75)
Crmax (ng/mL)/Co
(iv) 3,892.31 £+ 1672.33 91.33+62.12 5,607.52 + 2805.15 2,257.33 £+ 574.06
i.V.
Cmax/dose
259.49 +111.49 2.85 + 1.94** 353.12 £ 176.65 150.49 + 38.27
(ng/mL/mg)

AUClast (ng*h/mL) 1,750.88 + 433.13 522.11 + 295.97 1,926.06 + 579.53 1,897.89 + 303.70

AUCst/Dose

116.73 + 28.88 16.32 + 9.25** 128.40 + 38.64 126.53 + 20.25

(ng*h/mL/mg)
AUCo-- (ng*h/mL) 1,755.20 £ 434.64 541.69 + 291.62 1,928.14 £ 579.40 1,900.66 + 303.60
Vz (mL) 30,906.22 + 21,903.06 23,807.28 + 18,528.73
ClI (mL/h) 9,049.15 + 2459.85 8,328.39 + 2231.75
F (%) 155+9.7 102.6 *20.9

Los valores reportados son la media £ SD, excepto para Tmax donde se reporta mediana (rango)

**p < 0.01 en prueba de Tukey vs las otras vias

Este es el primer estudio en el que se reportan los parametros farmacocinéticos del ABZ en
conejos. Los resultados muestran que el valor de tnax €s mucho mas variable por la via oral que
después de la administracion del profarmaco por via parenteral. Asimismo, el valor de tmax €s
mas rapido después de la administracion del profarmaco por via intramuscular, lo que
demuestra nuevamente la rapida hidrélisis del ABZ. En el caso del volumen de distribucion,
este es muy alto, lo cual podria estar relacionado a la alta lipofilicidad del ABZ.

En el caso de ABZSO, los valores de ti2 Y tmax, €ncontrados en el presente estudio concuerdan
con los reportados previamente (Kohri, 1999) (Li, et al., 1995).

Al comparar los parametros farmacocinéticos de ABZ obtenidos por via oral con los de la via
parenteral, se encontré una diferencia significativa (p<0.01) en el AUC corregida por la dosis, lo
gue indica que la cantidad absorbida por la via oral es mucho menor. Al calcular la
biodisponibilidad absoluta de la via oral se encontr6 que es de 15.5%. En la literatura se
menciona la baja biodisponibilidad de ABZ, sin embargo, este es el primer reporte del valor
obtenido experimentalmente, el cual indica que solo el 15% de la dosis administrada llega a la

circulacién sistémica.
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Al analizar los resultados obtenidos después de la administracion intravenosa del profarmaco y
de la formulacion de ABZ en el sistema de cosolventes, se encontr6 que las concentraciones
plasmaticas fueron muy similares (Figura 30), lo cual indica que la liberacion del ABZ del
profarmaco es muy réapida. Estos resultados se correlacionan con los obtenidos in vitro de la
hidrélisis del profarmaco y al hidrolizarse tan rdpidamente, el comportamiento corresponde al
de una formulacion de ABZ. Asimismo, no se encontraron diferencias significativas en los
pardmetros farmacocinéticos entre ambos productos.

Por otro lado, al comparar la administracion del profarmaco por via intramuscular y por via
intravenosa, se encontré6 que no existen diferencias significativas entre ellos. Al calcular la
biodisponibilidad del profarmaco por via intramuscular, esta fue completa con un valor de
102.6% respecto a la via intravenosa. Con estas consideraciones, la via intramuscular podria
ser considerada la mejor via de administracion del profarmaco ya que es mas segura que la via
intravenosa.

De manera similar, al comparar los parametros farmacocinéticos del ABZSO después de la
administracién del profarmaco por las dos vias, no se encontraron diferencias significativas
entre ellos. Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que las formulaciones
evaluadas presentan un comportamiento farmacocinético similar tanto para ABZ como para
ABZSO.

Tabla 33. Parametros farmacocinéticos de ABZSO en conejos (n=6)
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Formulacion (via) Cosolventes (IV) Zentel® (oral) Profarmaco (IV) Profarmaco (IM)
Dosis 5 mg/Kg 10 mg/Kg 5 mg/Kg 5 mg/Kg
Ke (h1) 0.227 £ 0.048 0.235 + 0.056 0.261 + 0.016 0.269 = 0.037
ti2 (h) 3.17+0.57 3.08 + 0.63 2.66 £0.16 2.61+0.31
Tmax (h) 1.53 (0.66 — 1.58) 5.00 (3.57 — 8.15) 0.87 (0.73-1.25) 1.48 (1.15 — 2.00)
Cmax (ng/mL) 3,050.47 + 205.34 3,641.68 + 1491.04 2,412.08 £ 222.55 2,130.37 £ 174.99
AUCiast (ng*h/mL) 25,781.02 + 4,262.08 4134541 + 12,252.11 £ 1,610.02 11,205.75 £
14,188.88 2,075.62
AUCo-~ (ng*h/mL) 26,014.72 + 4373.40 41,857.83 + 12,759.72 £ 1,593.98 11,831.05 %
14,271.74 2,354.29
ABZSO/ABZ AUCo. 15.63+4.38 89.80 £ 37.26** 7.03+£1.95 6.46 £ 2.03
«ratio

Los valores reportados son la media £ SD, excepto para Tmax donde se reporta mediana (rango)

**p < 0.05 en prueba de Tukey vs las otras vias
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Considerando que se ha propuesto el uso de ABZ para el tratamiento de cancer y que algunos
estudios han demostrado que presenta una mejor actividad que su metabolito ABZSO (Cai ZY,
2007) (Krélova, et al., 2013), se consideré importante determinar la proporcion de metabolito
formado en cada una de las vias. Dicha comparacion se realizd6 empleando el cociente entre el
AUC del ABZSO entre el AUC del ABZ. Los resultados presentados en la Tabla 33 muestran
gue hay una mayor formacién del metabolito (p<0.05) por la via oral que por la via parenteral.
Considerando que el ABZ presenta una mayor lipofilicidad (Cai ZY, 2007) y que no es sustrato
de los transportadores de eflujo BCRP 1 y P-gp (Merino, et al., 2005), estas formulaciones
permitirian que el ABZ alcance su sitio de accion y penetre mas facilmente en las células
blanco. Los resultados obtenidos son prometedores y sustentan la necesidad de realizar otros

estudios para evaluar la eficacia de estas formulaciones en modelos de cancer in vivo.
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8. CONCLUSIONES

Se desarrollaron dos formulaciones parenterales de ABZ, una de ellas a través de la sintesis
de un profarmaco fosfonooximetilado y la otra empleando la técnica de cosolventes. Con
ambas estrategias se logré un aumento significativo en la solubilidad de ABZ.

El estudio de hidrdlisis in vitro empleando fosfatasa alcalina, mostré6 que el profarmaco es
sustrato de esta enzima y que la liberacion del ABZ fue rapida con una vida media de 8.72 +
0.23 min.

La formulacién conteniendo el ABZ en el sistema de cosolventes no presentd hemdlisis y fue
estable a temperatura ambiente por al menos 12 meses.

Ambas formulaciones mostraron una mejora significativa en la exposicion plasmatica de ABZ
en comparacion con la administracion oral. Ademas, la via parenteral mostré una disminucion
significativa en la formacion del metabolito ABZSO.

Dado que el perfil farmacocinético de las formulaciones parenterales desarrolladas fue
semejante, cualquiera de ellas podria ser buena opcion para el tratamiento de enfermedades
sistémicas.

Considerando que la formulacion de ABZ en el sistema de cosolventes es facil de preparar y
mas econdmica, seria la de eleccién para continuar con la investigacion para su uso para el

tratamiento de cancer.
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9. PERSPECTIVAS

Optimizar la formulacion de ABZ en el sistema de cosolventes para Ssu uso
intramuscular.

Evaluar la farmacocinética de la formulacién de cosolventes por via intramuscular.
Evaluar la toxicidad aguda y crénica de la formulacién conteniendo cosolventes.
Realizar un estudio de eficacia de la formulacion de ABZ con cosolventes, en un modelo
in xenograft de cancer de pancreas.
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Abstract

Albendazole is a broad-spectrum anthelmintic drug used for parasitic infections. In addition, due to its mechanism of action, it has
been studied as an anticancer agent. However, poor and highly variable bioavailability are limiting factors for its use in systemic ill-
nesses. The present study aimed to develop two parenteral formulations of albendazole and to compare its pharmacokinetic profile
with the conventional oral administration. Parenteral formulations were developed using two different approaches: a phosphonooxy-
methylated prodrug and cosolvents. For the albendazole prodrug, once synthetized, its solubility and hydrolysis with alkaline phos-
phatase were evaluated. A factorial design of experiments was used for the cosolvent formulation. Stability and hemolytic activity
were assessed. A pharmacokinetic study was performed on New Zealand rabbits. Both formulations were administered intravenously,
and the prodrug was also administered intramuscularly. Results were compared with those obtained after the oral administration of
albendazole. A 20,000-fold and 6000-fold increase in albendazole solubility was found with the prodrug and cosolvent formula-
tions, respectively. Both parenteral formulations displayed higher albendazole plasma concentrations for the first 2 h compared with
oral administration, even when the oral dose was doubled. The absolute bioavailability of oral albendazole was 15.5% while for the
intramuscular administration of the prodrug was 102.6%. Both parenteral formulations showed a significant decrease in the formation
of albendazole sulfoxide (ANOVA p<0.05) and allowed greater exposure to albendazole. Albendazole cosolvent parenteral formula-
tion could be a promising option in systemic illnesses considering its ease of preparation and superb pharmacokinetic performance.

Keywords albendazole parenteral formulations - cosolvents - design of experiments - pharmacokinetics -
phosphonooxymethylated prodrug

Introduction parenchymal neurocysticercosis [1]. Its mechanism of action
is related to its inhibitory effect on tubulin polymerization,
Albendazole (ABZ), a benzimidazole derivative approved  which results in the selective degeneration of cytoplasmic
in 1982 as an anthelmintic product, is the drug of choice = microtubules and the death of the parasite [2].
for cystic hydatid disease as well as for the treatment of Due to this effect, ABZ has also been evaluated for its
potential against different types of cancer cells including
liver [3, 4], stomach [5], colon [6], pancreas [7], ovarian [8],
and leukemia [9]. A limiting factor in albendazole dosage
regimes is its low solubility which leads to a great interindi-
Departamento dg Farmacia, Facultad de Qufmica, vidual variability in plasma concentrations [2].
Universidad Nacional Aut6noma de México, Although the oral administration is the most common for
04510 Mexico City, Mexico i K
the convenience of the patients, the parenteral route repre-
sents a good option to attain the desired plasma concentra-
tions. Few studies have described the development of ABZ
) . ) ) . parenteral formulations. In 2015, Noorani ef al. assembled
Escuela Nacional de Estudios Superiores, Unidad Mérida, R K . .
Universidad Nacional Auténoma de México, Yucatén, ABZ with bovine serum albumin into nanoparticles (nab)
Mexico and reported a significant improvement in solubility and
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better efficacy than free ABZ in an ovarian cancer xenograft
model [10]. Pillai K. ez al. reported a new parenteral formu-
lation, using sulfobutylether-B-cyclodextrin. Results showed
that the solubility of ABZ in the complexed product was 8
mg/mL. Also, a potent cytotoxic in vitro and in vivo effect
was found in an ovarian cancer cell line and in a BALB/c
mice murine model with an ovarian tumor [11]. Recently,
Viranov et al. evaluated the effect of different surfactants on
ABZ solubility and found that the most promising candidate
for parenteral application was a mixture of 60% of sodium
dioctyl sulfosuccinate and 40% of the phospholipid sodium
dipalmitoyl-phosphatidylglycerol. In this delivery system, a
solubility of 4.4 mg/mL of ABZ was found [12].

Although the abovementioned strategies have improved
ABZ bioavailability, most of them have some limitations.
For instance, the size of the nab nanoparticles may limit
the access of the drug into the tumor [10]. In the case
of using surfactants, the need to use acidic conditions
(pH=3) is a limitation because it might cause local irrita-
tion in parenteral administration [12].

Other alternatives to increase the drug solubility are
the formation of prodrugs and the use of cosolvents. For
example, Chassaing et al. developed phosphonooxymeth-
ylated prodrugs of benzimidazoles. This study showed a
195,000-fold increase in the solubility of the fenbenda-
zole prodrug. Also, higher plasma concentrations were
obtained after the oral administration of the prodrug com-
pared with the administration of an oral suspension [13].

In the case of cosolvents, when drugs are lipophilic
or nonpolar and have low water solubility, they can be
solubilized using aqueous solutions and water-miscible
organic solvents (cosolvents). If this strategy does not
allow to reach the adequate concentration of the drug, it is
possible to use nonaqueous solutions composed of cosol-
vents [14]. The advantages of liquid cosolvent formula-
tions include the following: no need for expensive tech-
nology for producing the dosage form, easy sterilization
process, and facility in the administration process [15].

In the current study, we developed and evaluated two
parenteral formulations of ABZ to improve its solubility
and bioavailability. Techniques employed for the formula-
tions were a phosphonooxymethylated prodrug approach
and the use of cosolvents.

Materials and Methods

Materials

Albendazole analytical standard, 1,4-dioxane, 4 M HCI in
dioxane, cesium carbonate (Cs,CO;), polyethylene glycol 400

(PEG 400), formic acid, and alkaline phosphatase EC 3.1.3.1
(type VII-S: from bovine intestinal mucosa) were purchased

@ Springer

from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). The albendazole
sulfoxide (ABZSO) analytical standard was purchased from
Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Dallas, TX, USA). Dimeth-
ylformamide (DMF), dimethylacetamide (DMA), methanol,
dimethyl sulfoxide (DMSO), dichloromethane (DCM), ethyl
ether, chloroform, ethanol (EtOH), acetonitrile, sodium
bicarbonate (NaHCO;), sodium sulfate (Na,SO,), sodium
hydroxide (NaOH), ammonium dihydrogen phosphate
(NH,H,PO,), and sodium benzoate were purchased from
J. T Baker (PA, USA). Isopropyl myristate, glycerin, castor
oil, cremophor EL, propylene glycol (PG), and polyethyl-
ene glycol 600 (PEG 600) were kindly provided by Gat-
tefossé (Saint-Priest Cedex, France). Di-tert-butyl (chloro-
methyl) phosphate was purchased from AccelaChemBio Co.
(Pudong New Area, Shanghai).

Distilled or deionized water was obtained from the Elix
3 and Milli-Q water purification system (Millipore, Milford,
MA, USA). Solvents used for chromatographic analysis were
HPLC grade. All other reagents and solvents were of analyti-
cal grade.

Preparation of Phosphonooxymethylated ABZ Prodrug

The ABZ prodrug was prepared according to the synthetic
sequence shown in Fig. 1. The synthesis was based on the
methodologies previously reported by Chassaing et al. [13]
and Flores et al. [16].

Preparation of Methyl (1-(((di-tert-butoxyphosphoryl)oxy)
methyl)-6-(propylthio)-1H-benzimidazol-2-yl)carbamate (3)
from ABZ (1)

An ABZ (1) suspension in 25 mL of anhydrous DMF
(1.0062 g, 3.77 mmol) was prepared, and Cs,CO; (1.8700
g, 5.74 mmol) was added and stirred for 3 h at room tem-
perature. Di-tert-butyl(chloromethyl) phosphate (1.464
g, 5.66 mmol) was dissolved in anhydrous DMF in an ice
bath; then the ABZ mixture previously prepared was added
dropwise while stirring and maintained at 0°C for 1 h. The
reaction was stirred at room temperature for 6 h. DCM (400
mL) was added, and the reaction mixture was washed with
2% NaHCO; (3 x 300 mL). A final washing was performed
using water (300 mL). The organic phase was dried over
Na,SO,, filtered, and volatiles were evaporated. The residue
(containing compound 3) was used without purification in
the following step.

Preparation of Methyl (1-((phosphonooxy)
methyl)-6-(propylthio)-1H-benzimidazol-2-yl)carbamate (5)

The residue (containing compound 3) dissolved in 1,4-diox-
ane (10 mL) was cooled in an ice bath and treated with a
4 M solution of HCl in 1,4-dioxane (15 mL) by adding it
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Fig. 1 Preparation of phosphonooxymethylated prodrug of ABZ. Reagents and conditions: (i) NaH or Cs,CO3, DMF, rt, 3 h; (ii) Di-tert-
butyl(chloromethyl) phosphate, DMF, 0°C, 1 h, then, 6 h at rt; (iii) HCl 4 M in dioxane, rt, 2 h; (iv) NaOH, MeOH/H,O, rt

dropwise. The mixture was stirred for 2 h at room tempera-
ture; then the solvent was eliminated under vacuum to afford
compound (5).

Preparation of Sodium (2-((methoxycarbonyl)
amino)-6-(propylthio)-1H-benzimidazol-1-yl)methyl
phosphate (6)

The crude compound (5) was dissolved in MeOH (7 mL).
Then, a solution of NaOH in MeOH:water (6:3) was added
dropwise to reach pH 7 while stirring. Volatile solvents were
removed on a rotary evaporator, and the solid residue was
suspended in anhydrous EtOH with stirring for 3 h. The
solid (6) was filtered, re-suspended, and maintained at stir-
ring for 24 h in DCM to remove residual ABZ and other non-
polar compounds. The solid obtained was placed in MeOH
under continuous stirring for 24 h to dissolve the prodrug.
The solvent was evaporated under a vacuum, and the solid
recovered was dried in a vacuum for 72 h. The compound
was characterized by 'H NMR, '*C NMR, *'P NMR, and
MS data. Th residual content of solvents (DCM and dioxane)
was determined by quantitative 'H NMR using chloroacetic
acid as an internal standard.

Solubility of the Prodrug

Solubility was evaluated in buffer solutions at pH 6.0, 7.4,
and 8.0 using the shake flask method. Briefly, an excess
amount of the compound was added to each solution within
a water bath maintained at 25 +1°C. The tubes were kept on
an oscillatory shaker at 150 rpm for 48 h. Then, they were
filtered and diluted with water. Concentrations were deter-
mined by HPLC (Shimadzu LC-10ATvp) using a Spherisorb

ODS1 (Spm, 250 x 4.6 mm) column. The mobile phase was
1% NH,H,PO,:methanol:acetonitrile (30:50:20 v/v) at a
flow rate of 1 mL/min and a UV detector at 245 nm. Samples
were prepared in triplicates.

Hydrolysis of the Prodrug

One milligram of prodrug was dissolved in 1.2 mL of Tris/
HCI buffer pH 8.5 and placed in a water bath at 37°C. After
10 min, 50 pL (88 units) of alkaline phosphatase was added.
Samples were withdrawn at 10, 20, and 30 s and 1, 3, 5, 10,
and 90 min and mixed with 900 pL of acetonitrile to stop the
enzymatic activity. Samples were centrifuged for 10 min at
14,000 rpm. The supernatant was analyzed for ABZ forma-
tion by HPLC.

Development of a Formulation Using Cosolvent
Approach

Solubility of ABZ in isopropyl myristate, glycerin, castor
oil, cremophor EL, PG, ethanol, PEG 600, PEG 400, DMSO,
and DMA was evaluated using the shake flask method. For
the assay of ABZ, samples were diluted with the mobile
phase, and 30 pL. was injected into the chromatographic
system (Shimadzu LC-10ATvp), using an Hypersil ODS
column (Spm, 150 X 4.6 mm), a mobile phase consisting
of 1.25% NH,H,PO,:methanol:acetonitrile (30:50:20 v/v),
a flow rate of 1.2 mL/min, and a UV detector at 295 nm. The
method was linear in the range of 3.0-25.0 pg/mL.
According to ABZ solubility, the solvents selected were
DMA, PEG 400, and EtOH. To choose the proportion of
each solvent, a 3 factorial design of experiments (DOE)
was used. DOE was carried out using Statgraphics Centu-
rion XVI version 16.1.18. The response variable was ABZ
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solubility. The formulation with the highest ABZ concentra-
tion was named F1.

To reduce hemolytic potential, different proportions of
EtOH (60, 70, and 80% v/v) and 6% sodium benzoate were
used. The formulation with the highest ABZ concentration
was named F2.

Physical and Chemical Stability

Formulations F1 and F2 were prepared at an ABZ concentra-
tion of 5 mg/mL. Formulations were stored at room tempera-
ture and refrigerated at 4°C. Samples were analyzed after
they were prepared, and at 6 and 12 months for drug content,
pH, and physical appearance.

Hemolysis Assay

Hemolysis of both formulations was determined in fresh
rabbit blood. Negative and positive controls were 0.9%
saline solution and 1% Triton X100, respectively. Briefly,
blood was centrifuged at 3500 rpm for 10 min. Blood cells
were separated and washed with 0.9% saline solution. Cells
were suspended in saline solution, an aliquot of 0.9 mL was
placed in a water bath at 37°C, and 0.1 mL of ABZ formula-
tions or control solutions was added, vortexed for 5 s, and
maintained at 37°C for 2 min. Samples were centrifuged at
3500 rpm for 10 min. A 0.3 mL aliquot of the supernatant
was mixed with 5.7 mL of saline solution, and absorbance
was measured at 540 nm. The percentage of hemolysis was
calculated as:

. Abs test — Abs negative control
Y%ohemolysis =

X
Abs positive control — Abs negative control

Pharmacokinetic Study

Animal experiments were approved by the Institutional Ani-
mal Care and Use Committee (CICUAL) of the Chemistry
Faculty, UNAM. Protocol was approved on August 16, 2021,
with the official number FQ/CICUAL/435/21. All experi-
ments were conducted according to Mexican Guidance
(NOM-062-Z00-1999).

A pharmacokinetic study was performed in twelve male
white New Zealand rabbits (2.5-3.5 kg). The animals
were individually housed with access to food and water ad
libitum. Rabbits were randomly assigned to two different
groups. Group A received an oral dose of 0.8 mL of Zentel®
suspension (40 mg ABZ/mL) while group B received 1 mL
of the aqueous solution of the prodrug intramuscularly at
a concentration equivalent to 15.88 mg/mL of ABZ. After
a washout period of 15 days, group A received 3 mL of
formulation F2 intravenously (5 mg/mL) in the marginal
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ear vein, and group B received 1 mL of the prodrug intra-
venously at a concentration equivalent to 15.88 mg/mL of
ABZ. Immediately prior to administration, both parenteral
formulations were filtered through 0.22-pm nylon filters.

Blood samples were taken from the marginal ear vein
prior to dosing (0 h) and at 20 and 40 min and 1, 1.5, 2,
3.5, 5,8, 12, and 24 h post administration. In the par-
enteral administration, a sampling time of 10 min was
added. Samples were collected on EDTA K, tubes and
centrifuged. Plasma samples were stored at —20°C until
analysis.

Albendazole and Albendazole Sulfoxide Assay

For the assay of ABZ and ABZSO, a liquid chromatographic
method coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS/
MS) was developed and validated using a Shimadzu Promi-
nence chromatograph (Shimadzu, Japan) coupled to a turbo
ion spray ionization-triple quadrupole mass spectrometer,
API 4500 (ABSciex, Darmstadt, Germany), with positive
ion electrospray ionization using multiple reaction monitor-
ing (MRM) mode to detect and quantify ABZ and ABZSO
with mass-to-charge (m/z) transitions at 266.3 — 234.0 and
282.0 — 240.0, respectively.

Briefly, plasma samples (200 pL) were spiked with 10 pL.
of internal standard (carbamazepine, 2000 ng/mL). After
vortex mixing, 3 mL of ether:dichloromethane:chloroform
(60:30:10 v/v) was added. Samples were mixed and cen-
trifuged at 3500 rpm for 10 min at 4°C. The organic phase
was evaporated to dryness with a nitrogen stream. The resi-
due was reconstituted with 200 pL of mobile phase, and 1
pL was injected into the chromatographic system, using a
Sepax HP-C18 (Spm, 150 X 4.5 mm) column and an HP-C18
(Spm, 10 X 4 mm) precolumn. The mobile phase was metha-
n0l:0.1% formic acid (70:30, v/v) at a flow rate of 0.7 mL/
min.

Pharmacokinetic Analysis

Pharmacokinetic parameters of ABZ and ABZSO were
estimated using Phoenix® WinNonlin® Version 8.3.3.33
(Pharsight, Mountain View, CA, USA). To compare the
relative formation of ABZSO, the individual ABZSO/
ABZ AUC,_, ratio for each administration was calcu-
lated, and the mean ratios were compared. Also, the abso-
lute bioavailability was determined for both extravascular
administrations.

Statistical Analysis
ANOVA statistical comparisons were performed using

Statgraphics Centurion XVI version 16.1.18 followed by a
Tukey test.
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Results

Preparation of Phosphonooxymethylated Prodrug
of ABZ

The prodrug was obtained through an alkylation of ABZ
employing di-tert-butyl(chloromethyl) phosphate in DMF. A
strong base was used to create the nucleophile (2) (Fig. 1). In
the first instance, we proposed sodium hydride as the strong
base; however, it promoted the formation of a methylene-
bis-albendazole (4), which was the most abundant secondary
product [13]. This compound (4) was isolated and charac-
terized by '"H NMR. A characteristic signal was obtained
around 6.5 ppm, which was attributed to methylene binding
albendazole molecules in the dimer.

To avoid the formation of compound (4), we decided
to look for a weaker inorganic base in the same solvent.
Cesium carbonate was selected because it has been used in
similar reactions with an adequate performance [17]. When
this reactive was used, the quantity of dimer was decreased;
nevertheless, ABZ maintained a low reactivity. To achieve
better yields, several reaction conditions including tempera-
ture, the quantity of electrophilic reagent, and the use of a
Finkelstein activator as KI were tested [17]. The best results
were obtained with the conditions mentioned in the meth-
odology section.

A column purification of compound (3) was attempted,
but ABZ appeared in all fractions. The only way to separate
it was to use an acid-mobile phase; however, this led to the
formation of compound (5), which was strongly retained on
the column. Therefore, we decided to continue with the other
reactions without purification.

Once compound (3) was obtained; an acid-promoted
deprotection allowed us to obtain prodrug (5). Finally, the
conversion of the free acid to the corresponding disodium
salt was achieved with NaOH in methanol. These last two
reactions were quick and did not require further optimi-
zation. However, the purification of the final product was
complicated because most of the impurities were soluble
in the same solvents as the compound (6). It is important
to note that the prodrug was obtained as a mixture of their
N1 and N3 regioisomers; however, this fact is irrelevant
since both are enzymatically hydrolyzed to give ABZ. The
global yield was 11%. Spectroscopical characterization of
ABZ prodrug is included in the Supplementary material.

Tablel Solubility of the Prodrug at Different pH Solutions

Buffer Solubility (mg/mL) Solubility (mM)
pH 6.0 27.3 64.8
pH7.4 27.0 64.2
pH 8.0 29.6 70.4

Mass (Figure S1) and NMR spectra (Figures S2-S4)
showed results for compound (5), since compound (6)
when dissolved in water produces compound (5). Analy-
sis of residual solvents using '"H NMR spectra showed that
dichloromethane was not detected. In the case of dioxane,
the concentration was 224 ppm, which is lower than the
ICH guidance specification (< 380 ppm) [18].

Prodrug Solubility

As shown in Table I, the prodrug solubility was independ-
ent of pH in the range evaluated. A 20,000-fold increase in
solubility was found, when compared to the reported ABZ
solubility in water of 0.8 mg/L (3x1073 mM) [19].

Hydrolysis of the Prodrug

ABZ was rapidly hydrolyzed in an alkaline phosphatase
solution with a first-order half-life of 8.72 + 0.23 min. Since
the hydrolysis of both regioisomers resulted in the same
active compound, the pharmacokinetic study was performed
with a mixture of them.

Development of a Formulation Using Cosolvent
Approach

Table II shows the ABZ solubility in the different cosol-
vents evaluated. Based on these results and considering the
toxicity and hemolytic potential reported, the cosolvents
selected were DMA, PEG 400, and EtOH. Table III shows
the characteristics of the DOE. Different DMA and PEG
400 proportions were evaluated while the EtOH proportion
was fixed at 25% v/v. Figure 2 shows the response surface
plot of DOE. It was found that the highest ABZ solubility

Table Il Solubility of ABZ in Different Solvents at 25°C

Solvent Concentration (pg/mL)

Mean CV (%) Enhance-
ment
factor

Water 0.815

Isopropyl myristate 8.511 4.4 10
Glycerine 27.946 14.3 34
Castor oil 39.667 17.2 49
Cremophor EL 88.327 46.1 108
PG 529.995 35 650
EtOH 655.956 6.5 805
PEG 600 1519.390 7.8 1864
PEG 400 1582.617 6.2 1942
DMSO 21,593.558 28.1 26,495
DMA 24,059.716 10.3 29,521
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Table Il DOE Factors and Levels Studied

Factor Low (1) Medium (0) High (1)
DMA 15% vIv 22.5% vIv 30% viv
PEG 400 30% wiv 40% wiv 50% wiv

was reached with the high level of both solvents. From
these results, the formulation named F1, composed of 30%
viv DMA, 50% w/v PEG 400, and 25% v/v of EtOH was
selected. The concentrations used complied with the FDA
requirements for intravenous formulations [20].

When the different proportions of EtOH and sodium ben-
zoate were evaluated, it was found that the highest solubility
was achieved using 30% v/v DMA, 50% w/v PEG 400, and
25% vlv of sodium benzoate 6% in ethanol 70% v/v, and
therefore, this formulation, named F2, was selected. Formula-
tions, F1 and F2, were prepared at an ABZ concentration of
5 mg/mL for further studies.

Physical and Chemical Stability

Both formulations were colorless and transparent at the
time of preparation. At room temperature, both formula-
tions maintained their appearance, and no precipitation
was observed even after 12 months of storage. Besides,
drug content remained between 90 and 110%, which is the
limit to be considered stable [21]. The pH was maintained
throughout the time interval at a value of approximately 5.
On the other hand, under refrigeration conditions, a white
precipitate was formed at the end of the sixth month in
both formulations, and the evaluation was not continued.

Hemolysis

Figure 3 shows the mean percentage of hemolysis for
formulations F1 and F2. The hemolysis was lower than
12%, and therefore, formulations were considered

Fig.2 Response surface plot
of DOE. Evaluated levels for
DMA were 15% v/v (low, —1),
22.5% v/v (medium, 0), and
30% v/v (high, 1) and for PEG
400 were 30% w/v (low, —1),
40% w/v (medium, 0), and 50%
w/v (high, 1)

ABZ solubility (mg/mL)
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Fig. 3 Hemolytic potential of the cosolvent formulations. The results
are expressed as the mean + SD, n=3

non-hemolytic [22]. Considering that formulation F2 pre-
sented the lowest percentage of hemolysis, it was selected
for the in vivo study.

Pharmacokinetic Evaluation

Analytical Assay for ABZ and ABZSO The method was linear
using a weight factor of 1/x. The calibration curves were linear
in the range of 0.5-1000.0 ng/mL for ABZ and from 10.0 to
1500.0 ng/mL for ABZSO. The method was precise with intra-
day coefficients of variation in the range of 2.4-8.0% for ABZ
and 1.4-5.3% for ABZSO, while the inter-day assay precision
was between 11.5 and 14.6% for ABZ and 2.6% and 4.7%
for ABZSO. Accuracy was also demonstrated with deviation
from the nominal concentration ranging from 0.3 to 6.2% for
ABZ and 1.7 t0 9.9% for ABZSO. Precision and accuracy were
maintained after sample dilution ratios of 1:2 and 1:5.

Pharmacokinetic Study The mean pharmacokinetic profiles
of ABZ and ABZSO after different routes of administration
are shown in Fig. 4. ABZ concentrations were quantifiable
up to 12 h after the dose, while ABZSO concentrations were
quantifiable up to 24 h. It is important to consider that the
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PEG 400
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Fig.4 Plasma concentration-time curves (mean + SD) of a ABZ (n=6) and b ABZSO (n=6) after single-dose administration in rabbits of Oral
Zentel® (10 mg/kg), cosolvent intravenously (5 mg/kg), prodrug intravenously (5 mg/kg) and prodrug intramuscularly (5 mg/kg)

oral dose of ABZ was twice the dose used in the other routes  Discussion
of administration.

The pharmacokinetic parameters of ABZ and ABZSO  Different parenteral albendazole formulations were devel-
are presented in Tables IV and V, respectively. There were  oped using two different approaches to improve its solubility.
no statistically significant differences in t,, of elimination  The first technique consisted of the synthesis of a phospho-
(p > 0.05) of both analytes regardless of the route of admin-  nooxymethylated prodrug of ABZ. This methodology has
istration. Similarly, no significant differences were found in already been used for other benzimidazoles [13, 23], and even
Vz and Cl of ABZ after the intravenous administration of  fosphenytoin, a prodrug of phenytoin, has been approved by
cosolvent and prodrug formulations. FDA and is available for parenteral administration [24].

After C,, and AUC,,, dose normalization, it was found Despite the low yield obtained during the synthesis, the
that there was a significant difference (p < 0.01) between  prodrug possesses characteristics that make it a good candidate
the parenteral and oral routes (Table 1V), being greater the  for a parenteral formulation. First of all, we found an improve-

exposure of ABZ in the parenteral routes. ment of 20,000-fold in ABZ solubility. In addition, the prodrug
For oral administration, the absolute bioavailability of  was able to rapidly release ABZ using alkaline phosphatase.
ABZ was 15.5%. For the prodrug, the absolute bioavail- The other technique that was selected to improve ABZ
ability after intramuscular administration was 102.6% with  solubility was the use of cosolvents. Due to the low solu-
respect to intravenous administration of the same prodrug. bility of ABZ, a combination of non-aqueous solvents was

Table IV Plasma Pharmacokinetic Parameters of Albendazole in Rabbits (n=6)*

Formulation (route) dose Cosolvents (IV) 5 mg/kg Zentel® (oral) 10 mg/kg Prodrug (IV) 5 mg/kg Prodrug (IM) 5 mg/kg
K. (h™h 0.345 +0.061 0.316 + 0.096 0.667 + 0.339 0.448 + 0.211

ty, () 2.06 + 0.31 2.34 +0.60 151 +1.12 1.88 +0.92

Thax (1) --- 4.25 (0.67-5.00) - 0.42 (0.17-0.75)
C,ax (ng/mL)/C, (for i.v.) 3892.31 + 1672.33 91.33 +62.12 5607.52 + 2805.15 2257.33 + 574.06
C,a/dose (ng/mL/mg) 259.49 + 111.49 2.85 + 1.94%%* 353.12 + 176.65 150.49 + 38.27
AUC,, (ng*h/mL) 1750.88 +433.13 522.11 + 295.97 1926.06 + 579.53 1897.89 + 303.70
AUC,,/dose (ng*h/mL/mg) 116.73 + 28.88 16.32 + 9.25%* 128.40 + 38.64 126.53 + 20.25
AUC,,_,, (ng*h/mL) 1755.20 + 434.64 541.69 + 291.62 1928.14 + 579.40 1900.66 + 303.60
Vz (mL) 30,906.22 + 21,903.06 - 23,807.28 + 18,528.73 -

CI (mL/h) 9049.15 + 2459.85 - 8328.39 + 2231.75 -

F (%) - 15.5+9.7 - 102.6 +20.9

*Values are mean + SD, except for T,,,, where median (range) is reported. **p< 0.01 in Tukey vs all other treatments. K,, elimination rate con-
stant; t;,, terminal elimination half-life; C,,,., maximum plasma concentration; 7, ,,, time to C_,.; C,, estimated initial drug concentration; AUC
laspe area under the curve from 0 h to the time of the last quantifiable plasma concentration; AUCO—, AUC from 0 to infinity time; Vz, distribu-
tion volume; CI, clearance; F, absolute bioavailability

@ Springer



158 Page8of10

AAPS PharmSciTech (2023) 24:158

TableV Plasma Pharmacokinetics Parameters of Albendazole Sulfoxide in Rabbits (n=6)*

Formulation (route) dose Cosolvents (IV) 5 mg/kg Zentel® (oral) 10 mg/kg Prodrug (IV) 5 mg/kg Prodrug (IM) 5 mg/kg
K. (h™h 0.227 +0.048 0.235 +0.056 0.261 + 0.016 0.269 + 0.037

ty, () 3.17 +0.57 3.08 + 0.63 2.66 +0.16 2.61 +0.31

Tax (1) 1.53 (0.66-1.58) 5.00 (3.57-8.15) 0.87 (0.73-1.25) 1.48 (1.15-2.00)
C,ax (ng/mL) 3050.47 + 205.34 3641.68 + 1491.04 2412.08 + 222.55 2130.37 + 174.99

25,781.02 + 4262.08
26,014.72 + 4373.40
15.63 + 4.38

AUC,, (ng*h/mL)
AUC, , (ng*h/mL)
ABZSO/ABZ AUC, , ratio

41,345.41 + 14,188.88
41,857.83 £ 14,271.74
89.80 + 37.26%*

12,252.11 £ 1610.02
12,759.72 + 1593.98
7.03 +1.95

11,205.75 + 2075.62
11,831.05 + 2354.29
6.46 + 2.03

*Values are mean + SD, except for T,
stant; ¢, ,, terminal elimination half-life; C

max’

where median (range) is reported. **p < 0.05 in Tukey vs all other treatments. K,, elimination rate con-
maximum plasma concentration; 7,

maxw time to C s AUC,,,,, area under the curve from O h to the

time of the last quantifiable plasma concentration; AUCO—c0, AUC from 0 to infinity time

selected for the cosolvent formulation. This strategy has
been used for other low-solubility drugs [14].

Formulations F1 and F2 resulted in a significant 6000-
fold increase in ABZ solubility. In addition, both formu-
lations were stable for 12 months at room temperature,
and the hemolytic potential was lower than the proposed
maximum value of 20% [22].

Pharmacokinetic parameters obtained by the oral administra-
tion, which is the only route of administration currently avail-
able, showed that t;, and t ., of ABZSO were similar to those
reported in other studies in rabbits [25, 26]. Different studies
have reported the difficulty to quantify ABZ concentrations due
to its high and rapid metabolism after the oral route [27-29].
To our knowledge, this is the first study that reports ABZ phar-
macokinetic parameters, including absolute bioavailability, in a
rabbit model after oral administration. Results showed that the
half-life of ABZ is relatively shorter than that of ABZSO. In
addition, a higher variability in plasma concentrations of ABZ
and ABZSO was found after oral administration than in paren-
teral routes. Furthermore, the C,,, after the oral route was found
to be much lower than concentrations after parenteral adminis-
trations despite the fact that double the dose was administered,
which is consistent with the expected low bioavailability.

By comparing the pharmacokinetics of the intravenous
cosolvent formulation vs. the oral suspension, a similar
elimination half-life in both routes was found. The pharma-
cokinetic profile of ABZ (Fig. 4) showed that the intravenous
administration maintained a much higher concentration of
ABZ than the oral route at least for the first 2 h even when
the dose was half the dose of the oral administration.

When the formulations (prodrug and cosolvent) admin-
istered by intravenous route were compared, there were no
significant differences in any of the pharmacokinetic param-
eters neither for ABZ nor for ABZSO, demonstrating that in
vivo, ABZ was rapidly released from the phosphonooxym-
ethylated prodrug corroborating the in vitro results.

With respect to the prodrug administration by intravenous
and intramuscular routes, no changes in pharmacokinetic
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performance were found. This indicates a very rapid dispo-
sition of ABZ from the prodrug. Furthermore, a complete
bioavailability of ABZ was obtained (F=102.6%). Due to
these observations, the intramuscular route could be con-
sidered the route of choice for ABZ prodrug administration
considering that it is safer than intravenous administration.

ABZ has been proposed for cancer treatment, and some
studies have shown that it has a greater activity than its
metabolites [30, 31]. Considering this information, the rela-
tive formation of metabolite after each administration route
was compared using the ABZSO/ABZ AUC ; ; ratio. The
results in Table V indicate that the mean ABZSO/ABZ AUC
0-co Tatio was similar for parenteral administrations. How-
ever, a statistical difference was found with the oral route,
with higher metabolite formation in the latter.

The lower formation of ABZSO in the parenteral route
results in a higher proportion of ABZ, which added to its
more lipophilic character [30], and the fact that it is not a
substrate of Berpl and P-gp [32] allows the drug to reach
its site of action and to penetrate the target cells more easily.
The results are promising for the further evaluation of its
efficacy in in vivo cancer models.

Conclusion

In the present study, two parenteral formulations of ABZ
were developed using prodrug and cosolvent approaches.
Both formulations showed a significant improvement in
ABZ plasma exposure compared to oral administration. In
addition, the parenteral route exhibited a significant decrease
in the formation of the ABZSO.

Considering that there were no significant differences in
the pharmacokinetic parameters of the parenteral formula-
tions, either of them would be a good choice for the treatment
of systemic diseases. However, the cosolvent formulation has
the advantage that it does not need expensive technology,
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which would make it more affordable and thus accessible
for the patients in need of such treatment. Taking this into
account, this formulation could be suitable for ABZ paren-
teral administration. More studies should be performed in
order to determine the safety and efficacy of the formulation.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/10.1208/s12249-023-02613-9.
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