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INTRODUCCION

Un aspecto de gran importancia que debe considerarse en el disefo y sintesis de nuevos
compuestos con actividad biologica es su biodisponibilidad oral, siendo ésta uno de los
principales enfoques en el desarrollo farmacéutico de nuevos compuestos (Hidalgo y
Bochardt, 1990a; Irvine y cols., 1999).

La biodisponibilidad oral de un compuesto, depende de su absorcién en el intestino
delgado. Por lo cual, es necesario incrementar el conocimiento de los mecanismos basicos
involucrados en la paso de firmacos a través del epitelio intestinal, con Ia finalidad de
poder disefiar y sintetizar moléculas con caracteristicas fisicoquimicas que le permitan ser

absorbidos en el epitelio intestinal (Fagerholm y cols., 1996).

Actualmente, existen diversas metodologias para determinar la posible biodisponibilidad
de un farmaco. Una de las mas empleadas es la medicién de la permeabilidad aparente de
un compuesto a través de la linea celular Caco-2. Las células Caco-2, cuando se cultivan
sobre membranas semipermeables, forman una barrera epitelial altamente funcional, con
marcada similitud morfolégica y bioquimica al epitelio columnar del intestino delgado

(Artursson y Borchardt, 1997).

Existen estudios que demuestran que los valores de permeabilidad aparente (Papp),
obtenidos de un compuesto empleando la linea celular Caco-2, correlacionan con la
absorcion intestinal de este compuesto determinado en humanos (Artursson y Karlsson,
1991; Collett y cols., 1996; Rubas y cols., 1996a; Lennernis, 1997). El modelo de la linea
celular tiene gran utilidad, no sélo como una herramienta para estudios mecanisticos de la
absorcién de farmacos, sino también como un modelo para seleccionar firmacos con

buena capacidad de absorcién (Artursson, 1990; Irvine y cols., 1999).

Como producto de investigacion en el desarrollo de nuevos antiparasitarios, en la

actualidad se dispone de compuestos para curar o controlar la mayorfa de las parasitosis
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intestinales; aunque sélo algunos de éstos son capaces de actuar a nivel sistémico, tales
como el albendazol y el prazicuantel, la actividad antiparasitaria sistémica no est4 exenta
de problemas. Por un lado, algunos compuestos como los derivados bencimidazélicos
tienen una farmacocinética erratica y variable, debido principalmente a sus propiedades
fisicoquimicas, como su baja solubilidad acuosa. Por otro lado, algunos tratamientos son
costosos y prolongados y en algunos casos se necesitan altas concentraciones del farmaco
para poder lograr la erradicacion total de los parasitos. Debido a esto es necesario buscar

nuevas alternativas para el tratamiento de infecciones parasitarias sistémicas.

Con el interés de contar con nuevos compuestos derivados del bencimidazol, con mejores
caracteristicas de solubilidad y actividad bioldgica, en el departamento de Farmacia, de la
Facultad de Quimica de la UNAM, se sintetizaron 4 series de compuestos derivados del 1-
metilbencimidazol con diferentes sustituyentes en posicion 2 (metilo, amino, mercapto y
metiltio) y con clorc en posicién 5 y/6 6. Algunos de estos compuestos tuvieron muy
buena actividad al ser evaluados in vitro en contra del protozoario intestinal Giardia

lamblia y contra la fase enteral y sistémica del nematodo Trichinella spiralis.

Considerando lo anterior, resulto de interés determinar el coeficiente de permeabilidad
aparente de los compuestos derivados del 1-metilbencimidazol que en los ensayos in vitro
hayan tenido actividad contra 7. spiralis en particular contra la fase sistémica del parésito.
Para esta determinacion se empled como modelo de seleccién farmacolégica, la linea

celular Caco-2.



ANTECEDENTES

El desarrollo de nuevos farmacos tiene diferentes caracteristicas, las cuales involucran una
seric de metodologias de seleccidn de las diversas moléculas. Una de las principales
problematicas que se presentan para que un compuesto activo alcance la aprobacion de
uso clinico, es el alto costo en dinero y tiempo (Palm y cols., 1997). Las etapas que
abarcan desde el descubrimiento hasta la aprobacion de un firmaco se muestran en la

siguiente tabla.

Tabla 1. Etapas del desarroilo de nuevos farmacos.

Estado Actividad Duracidn Compuestos
Descubrimiento Sintesis y seleccion 2 -~ 10 arfios 5,000 — 10,000
Pruebas pre-clinicas Pruebas in vitro y en 3.5 afios
animales 250
Fase 1 20 - 80 voluntarios sanos 8 meses
para determinar la

seguridad y dosis

Fase 11 100 — 300 pacientes 1.2 aflos
voluntarios para determinar

eficacia y efectos adversos

Fase 111 1,000 — 3,000 pacientes 3 arfios 5
voluntarios para monitorear

la eficacia y efectos

adversos
Revisién y Posible interaccién con la 2.5 afios
aprobacion por FDA FDA
Duracién total = 12 — 15 afios 1

Costo total = US$ 500 millones

Tomado de Hidalgo (1999).




Algunas de las razones por las cuales los compuestos que se disefian no alcanzan su
empleo en la clinica son: alta toxicidad, no presentar la eficacia adecuada o la presentacion

de efectos adversos, problemas de mercadeo y pobres propiedades biofarmacéuticas.

Para la obtencién de nuevos compuestos, en un tiempo menor y con menor costo, se

sugiere la siguiente estrategia (figura 1).

Disefio y sintesis
de nuevos
compuestos

!

Seleccion de Ja
actividad (in vitro)

}

Seleccion de la
permeabilidad (in
vitro)

l

Determinacién de la
actividad y la
biodisponibilidad (in vivo)

Figura 1. Estrategia en ¢l disefio y seleccion de nuevos farmacos.



El primer paso en la obtencién de nuevos firmacos es el disefio y sintesis de nuevas
moléculas. Algunos autores han desarrollado descriptores de actividad utilizando algunas
propiedades fisicoquimicas de las moléculas, como el coeficiente de particién. Sin
embargo, en algunos casos las predicciones y la cormrelacién se rompe al incrementar la
diversidad estructural (Artursson y Karlsson, 1991). Por otro lado, Palm y cols. (1997)
han demostrado que existe una fuerte correlacion entre la fraccién que se absorbe y el rea
polar superficial dinAmica para un niimero de estructuras diversas. Actualmente, una de las
estrategias en el disefio y sintesis de nuevas moléculas, es encontrar una “molécula lider”

de la cual se derivan una serie de compuestos.

De manera particular, entre los compuestos que se utilizan para el tratamiento de diversas
infecciones parasitarias por helmintos, destacan los derivados del anillo bencimidazol
(albendazol, mebendazol y tiabendazol), los cuales presentan un amplio espectro de
actividad, que incluye parésitos nematodos, trematodos y cestodos. Actualmente, el anillo
del bencimidazol ha sido una de las estructuras mas empleadas, realizindose en esta
molécula diversos cambios estructurales, con la finalidad de obtener compuestos con
actividad antiparasitaria intestinal y extraintestinal. Lo anterior, es posible debido a la
versatilidad de la molécula que permite llevar a cabo diversos cambios estructurales; la
adicion de estructuras al anillo y la ficil obtencidn de los materiales necesarios para la

quimica de este producto (Sharma, 1994).

La importancia de producir nuevos compuestos con actividad antiparasitaria se basa, en
que en la actualidad, las enfermedades parasitarias siguen siendo un grave problema de
salud piblica en el mundo. Uno de los reportes clasicos de infecciones por helmintos, es el
publicado por Stoll (1947), en el cual, estimando que en ese momento la poblacion
mundial era de 2.1 billones de personas, encontré6 que cerca de 650 millones se
encontraban infectadas con Ascaris lumbricoides. En forma similar, estimé que para
infecciones como trichuriasis, enterobiasis y strongyliodiasis, la poblacion infectada era de
350, 209 y 35 millones respectivamente. A pesar de las diferentes estrategias que se han

implementado para la prevencién y tratamiento de este tipo de infecciones, algunos
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reportes indican que con el incremento en Ja poblacién mundial, la prevalencia de este tipo

de infecciones se incrementa proporcionalmente (Horton, 1990) (Tabla 2).

Tabla 2. Prevalencia global de infecciones por helmintos.

1947° 1984
Ascaris 650 1100 — 1300
Hookworm 450 1000
Trichuris 350 500 — 1000
Enterobius 209 300 ~ 500
Strongyloides 35 50- 100

* Poblacién mundial 2.1 billones de personas. ” Poblacién mundial 4.3 billones de personas.
Tomado de Horton (1990).

Los helmintos son organismos diversificados, varian en su ciclo biolégico, en su fisiologia,
en su evolucion, en el habitat que ocupan dentro del huésped y en su susceptibilidad a los
quimioterdpicos. La gravedad de la infeccidén, tanto en el hombre, como en otros

hospederos, est& dada por la intensidad de la exposicion.

Muchos de los medicamentos utilizados en la quimioterapia de las ‘diferentes infecciones
parasitarias, se han derivado del uso empirico y tradicional. L.a quimioterapia racional se
basa en el trabajo del patdlogo Paul Ehrlich en los afios 1870's y 1880's. La aplicacion por
Ehrlich de la selectividad de los compuestos en el tratamiento de las infecciones por

bacterias y protozoarios inicio la quimioterapia moderna (Croft, 1994).

Por otro lado, como consecuencia del progreso sustancial ocurrido con el descubrimiento
y el desarrollo de farmacos, particularmente en medicina veterinaria, en la actualidad se
dispone de agentes efectivos capaces de curar o controlar la mayoria de las infecciones
humanas producidas por helmintos intestinales. Algunos de los compuestos que se utilizan
en la actualidad para el tratamiento de las diversas infecciones por helmintos se enlistan a

continuacion (Tabla 3).




Tabla 3. Perfil terapéutico de farmacos empleados en el tratamiento de helmintiosis

humana.
Farmaco Dosis recomendada en adulto Helmintiasis
(Inventor/compatiia) (oral)
amoscanato 7 mg/kg por 3 dias Schistosomiasis
(Ciba-Geigy)
bithionol 30 - 50 mg/kg distribuido en Paragonimiasis e infeccién
(1.G. Farbenind, 10 a 15 dosis o en dias por F. hepdtica
Monsanto) alternados
diclorofeno 2 a3 g cada 8 horas por 3 dosis | Infecciones por T. solium y
(Burton T. Bush) T. saginata
dietilcarbamazina 4-6 mg/kg (citrato) 6 2-3 mg Filiariasis linfatica y loasis
(American Cyanamid) | (base) dado en 3 dosis durante
14-21 dias
ivermectina (MSD) | Dosis tnica de 100-200 pg/kg Filiariasis linfatica
levamisol Dosis tinica de 2.5 mg/kg Ascariasis
(Janssen, ICI)
metronidazol 250 mg 3 veces al dia por 3 Infeceidn por el parasito de
(Rhone-Poulenc) dias Guinea
metrifonato (Bayer) 7.5 mg/kg por 5 dias Cisticercosis
niridazol (Ciba) 25 mg/kg por 7 dias Schistosomiasis
praziquantel 50 mg/kg/dia por 15 dias Cisticercosis
(E. Merck, Bayer) 25 mg/kg por 3-6 dias Schistosomiasis
Dosis tnica de 40 mg/kg
tetracloroetileno 0.1 mL/kg (max. 5 mL) en Infecciones por
{Columbia-Southern) ayuno Ancylostoma y Heterophyes
Sp.
niclosamida 2 g (divididos en 4 tabletas Todas las infecciones por

(Bayer)

masticables)

gusanos planos




oxamniquina 15 mg/kg dos veces al dia por 3

Schistosomia mansoni

(Pfizer) dias
pamoato de pirantel Dosis unica de 10 mg/kg Ascariasis, enterobiasis
{Pfizer) (max.1 g) 10-20 mg/kg Infecciones por
Ancylostoma
pamoato de oxantel Dosis unica de 10-20 mg/kg Trichuriasis
(Pfizer) (base)
piperazina 75 mg/kg (max. 3.5-4 g) por 2 Ascariasis, enterobiasis
(Dow, BDH, etc.) dias
cambendazol (MSD) 5 mg/kg Strongyloidiasis
mebendazol 100 mg dos veces al dia por 3 Ascariasis, enterobiasis,
(Janssen) dias trichuriasis, strongyloidiasis
200 mg dos veces por 20 dias Capiliariasis
400-600 mg 3 veces al dia por Quiste hidatidico
21-30 dias
flubendazol 200 mg diariamente por 3 dias * Infecciones por
(Janssen) 6 100 mg dos veces por dias Ancylostoma y trichuriasis

durante 3 dias

albendazol Dosis tinica de Ascariasis, enterobiasis,
(SKF) 400 a 800 mg trichuriasis, strongyloidiasis
e infecciones por
Ancylostoma
tiabendazol 25 mg/kg (max. 3g en dosis Enterobiasis, trichinosis,
(MSD) diaria) strongyloidiasis, capilariasis,
larva migrans cutanea y
toxocariasis

Tomado de Sharma (1994).




Con respecto al tratamiento de las diferéntes parasitosis tisulares, se requiere de productos
que alcancen concentraciones plasmaticas adecuadas para erradicar la infeccion. Algunos
medicamentos tienen actividad biolégica o farmacologica adecuada, pero por lo general
tienen otras caracteristicas no deseables, por ejemplo, alta toxicidad, insolubilidad o
problemas para su metabolismo; persistiendo la imperiosa necesidad de disponer de
farmacos adecuados para combatir distintos tipos de infecciones sistémicas como la
cisticercosis, equinococosis, la filariosis y la trichinellosis, las cuales requieren para su
tratamiento de grandes dosis y tratamientos largos. Por lo que, se requiere disefiar nuevas
estructuras, con mejores caracteristicas de solubilidad, permeabilidad y metabolismo. En la
actualidad, una gran variedad de estructuras quimicas se han probado como moléculas
lideres, como sustancias antiparasitarias. Unr:‘) de los grupos que ha dado resultados
exitosos es el de los bencimidazoles, algunos de los cuales ya se utilizan en la clinica
(Tabla 4).



Tabla 4. Derivados bencimidazélicos con actividad antiparasitaria a nivel intestinal y

sistémico.
R2
N
\>— R3
R1 N
H
Nombre genérico R' R® R’
fenzidol H H Ph
tiabendazol H H Tiazol-4-il
cambendazol H NHCCCOO-iPR Tiazol-4-il
carbendazim H H NHCOOMe
lobendazol H H NHCOOEt
benomil CONHBu-n H NHCOOMe
parbendazol H n-Bu NHCOOMe
mebendazol H COPh NHCOOMe
flubendazol H COCsHs-4-F NHCOOMe
ciclobendazol H CO-C-C3H; NHCOOMe
nocodazol H CO-tien-2-1 NHCOOMe
fenbendazol H SPh NHCOOMe
oxfendazol H SOPh NHCOOMe
albendazol H S-n-Pr NHCOOMe
oxibendazol H O-n-Pr NHCOOMe
luxabendazol H 4-FCsH1SOs NHCOOMe
triclabendazol Cl 2,3-CLCsH;0 SMc
ricobendazol H SO-n-Pr NHCOOMe
Tomado de Sharma (1994).

La primera estructura sintetizada fue el tiabendazol. Este firmaco es activo contra una
gran variedad de nematodos que infestan el tracto gastrointestinal de animales domésticos;
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tiene actividad larvicida y ovicida in vitro en concentraciones muy bajas (Brown y cols.,

1961).

Aunque el mecanismo de accién primario del tiabendazol se desconoce, se cree que
inhibe el sistema fumarato reductasa especifico de las mitocondrias de los helmintos,
posiblemente por interaccién con una quinona enddgena. El tiabendazol se absorbe
réapidamente después de su administracién oral, las concentraciones maximas en plasma se
alcanzan 1 hora después de su administracion; pero sdlo un pequefio porcentaje, cerca del
2%, llega a circulacién sanguinea. La mayor parte se excreta dentro de las 24 horas, por la
orina, como 5-hidroxitiabendazol conjugado como glucurénido o como sulfato. Aunado
a lo anterior, Kean y Hoskins (1964) y Webster (1985), encontraron una gran incidencia

de reacciones alérgicas graves hacia este producto.

Kean y Hoskins (1964) demostraron que el tiabendazol destruye al parisito Trichinella
spiralis cuando se administra a ratones o cerdos, 24 horas después de la infeccién. El
tiabendazol a dosis de 50 mg/kg de peso corporal/dia, puede evitar la aparicién de
sintomas a'dversos si se administra a partir del segundo dia de la ingestién de carne
infectada con el parésito, o mitiga la enfermedad, si se da entre el quinto y el noveno dia

tras la infeccion.

Otro derivado bencimidazdlico sintetizado es el mebendazol, muy utilizado
particularmente contra nematodos gastrointestinales donde su accién es independiente de
su concentracion sistémica. Este farmaco es efectivo en ascaridiasis, capilariasis intestinal,
enterobiasis, trichuriasis, anquilostomiasis y en trichinellosis. El fArmaco es activo tanto en
los estadios larvarios, como en los adultos de los nematodos que producen estas
infecciones y es ovicida para Ascaris y Trichuris (Keystone y Murdoch, 1979). La
inmovilizacion y la muerte de pardsitos, susceptibles al mebendazol, se produce
lentamente y su eliminacién del tracto gastrointestinal puede no completarse hasta varios
dias después del tratamiento con este farmaco. El firmaco produce la desaparicion
selectiva de los microtibulos citoplasmaticos de las células tegumentarias e intestinales de
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los parésitos afectados, asi como la alteracion de las sustancias secretorias acumuladas en
el aparato de Golgi, la secrecion de acetilcolinesterasa y el consumo de glucosa y el
agotamiento del glucégeno (Watts y cols., 1982; Bughio y cols., 1994). Por otro lado,
Boczon y cols. (1984) encontraron que esta accion se debe a que afecta al complejo
succinato deshidrogenasa-fumarato reductasa y afecta a la cadena del transporte de

electrones entre una quinona y la NADH deshidrogenasa.

El mebendazol se absorbe en forma deficiente y erratica. Las concentraciones del farmaco
en el plasma son bajas y no reflejan la dosis ingerida (Witassek y cols., 1981; Levin, 1983).
El mebendazel presenta metabolismo de primer paso, dando lugar a dos metabolitos el
metil 5-(4-hidroxibencil)-1H-2-bencimidazol carbamato de metilo y 2-amino-3-benzoil-

1H—2-Bencimidazol carbamato de metilo,

Otro derivado benzimidazdlico es el albendazol, que en la actualidad es un farmaco
antihelmintico de amplio espectro, que se utiliza tanto en el tratamiento de Ascariasis
(Ascaris lumbricoides), Tricocefalosis (Trichuris trichuria), Enterobiasis (Enterobius
vermicularis), Unciniariasis (4dncylostoma duodenale y Necator americanus), Solitarias
(Hymenolepsis nana y Taenia spp), Estrongiloidosis (Strongyloides stercolaria),
irichinellosis (7. spiralis) y cisticercosis (C. cellulosae). Este farmaco ha mostrado una
mayor eficacia en el tratamiento de las helmintiosis comparandolo con otros
bencimidazoles, como el flubendazol, mebendazol, etc. (McCraken y Lipkowitz, 1990,
Katiyar y cols., 1994). Ademas, Saimont y cols. (1983), demostraron que el albendazol es

muy bien tolerado por los pacientes.

El albendazol ejerce su efecto antihelmintico, en forma similar al mebendazol. Después de
la administracion oral del albendazol (15 mg/kg), se absorbe, alcanzando
aproximadamente entre las dos y cuatro horas concentraciones plasmaticas maximas (3-5
pg/ml). De una dosis comercial de 400 mg, solo el 5% se absorbe en el tracto intestinal.
Esto es debido a su limitada solubilidad en el fluido gastrointestinal (Marriner y cols.,
1986).



El albendazol tiene un extenso metabolismo de primer paso, por lo que es dificil
detectarlo en plasma u orina, como tal. Sus principales metabolitos son el sulféxido de
albendazol, que presenta una gran actividad antihelmintica y una vida media en plasma de
aproximadamente 8.5 horas; y sulfona de albendazol que no presenta actividad alguna

(Penicaut y cols., 1981).

El sulféxido de albendazol alcanza su méxima concentracién entre las 2 y las 4 horas en el
humano (Marriner y Bogan, 1980; Penicaut y cols., 1981), se liga a proteinas plasmaticas
en forma variable, aunque se ha observado que lo hace en un 70%. Existe una gran
variabilidad en los niveles plasmaticos maximos alcanzados en individuos tratados, al igual
que las 4reas bajo la curva. Se ha considerado al sulféxido de albendazol como el
responsable de la accidn del albendazol; debido principalmente a que el albendazol no se

encuentra como tal en el plasma (McCraken y Lipkowitz, 1990).

Aungque existen pocos reportes sobre la farmacocinética del albendazol, en pacientes con
cisticercosis cerebral, a los que se les administré albendazol a una dosis de 15 mg/kg de
peso, solo se detecté sulféxido de albendazol en plasma y los niveles fueron muy
variables entre los pacientes. El tiempo medio de residencia del sulféxido de albendazol
es de 14 a 20 horas, y el tiempo medio de absorcién de entre 10 a 15 horas (Jung y cols,,

1992).

Ademss, Jung y cols. (1998), han demostrado que Ia solubilidad del albendazol es mayor
en dimetilsulféxido y 4cido acético que en soluciones acuosas. Por otro lado, encontraron
que el albendazol se absorbe en el tracto gastrointestinal de ratas en ¢l siguiente orden:
ile6n>yeyuno>colon>duodeno. Por {ltimo, la cinética de absorcién que se encontré a lo
largo de todo el tracto gastrointestinal fue de orden cero. Con respecto al sulféxido de
albendazol, este es menos soluble que el albendazol, se encuentra en forma no ionizada a

pH 7.4, lo cual explica el paso a través del fluido cerebroespinal.
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Algunos autores han reportado que la absorcién del albendazol se lleva a cabo por un
proceso no saturable como la difusidén pasiva (Prieto y cols., 1991; Jung y cols., 1998). En
estos estudios se concluyé que la solubilidad y no la liposolubilidad es la etapa limitante en

el proceso de absorcién del albendazol.

A pesar de los grandes esfuerzos realizados para obtener compuestos con un espectro de
actividad amplio que actiien no sélo a escala intestinal, sino a nivel extraintestinal con
mejores caracteristicas de solubilidad que el albendazol, éste sigue siendo uno de los

bencimidazoles de mayor uso a escala mundial.

A este respecto, como una estrategia para obtener compuestos con amplio espectro de
actividad biolégica, con procesos de sintesis sencillos y econémicos, en el Departamento
de Farmacia de la Facultad de Quimica de la UNAM, se sintetizaron 16 derivados del
anillo bencimidazol. Estos compuestos presentan en la posicion 1, un grupo metilo, con lo
cual evita el equilibrio tautomérico, propio del anillo bencimidazol. En la posicién 5 y/6 6
se colocé un radical cloro y en la posicion 2 se colocan diversos grupos funcionales (Tabla

5).
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Tabla 5. Derivados bencimidazélicos sintetizados en la Facultad de Quimica.

R2
N
\>— R3
RI N
CH ,

Compuesto R1 R2 R3
1 H H CH,
2 H H NH;
3 H H SH
4 H H SCH;
5 Cl H CH;
6 Cl H NH:
7 Cl H SH
8 Cl H SCH;
9 H Cl CH;
10 H Cl NH;
11 H Cl SH
12 H Ci SCH;
13 Cl Cl CH3
14 Cl Cl NH;
15 Ci Cl SH
16 Cl Cl SCH;

En términos generales, como se menciono con anterioridad, después de la sintesis de
nuevos compuestos, se requiere llevar a cabo la determinacién in vitro de su actividad
bioldgica, para posteriormente determinar su comportamiento de permeabilidad. A los
compuestos activos con buenas caracteristicas de solubilidad y permeabilidad se les evalia

su actividad y biodisponibilidad in vivo.

15




La primera seleccion de la actividad biolégica de estos compuestos contra parasitos, se

llevé a cabo mediante un ensayo in vitro basado en la reduccién de la sal de tetrazolium

(MTT) empleando organismos adultos y larvas musculares de Trichinella spiralis, los

cuales representan la fase enteral y sistémica del parasito respectivamente. La reduccion

del MTT indica la capacidad metabélica del parasito, por lo que cuando la reduccién del

MTT, medida en absorbencia a 750 nm es menor con respecto al control, esto es

indicativo de que el compuesto evaluado tiene actividad contra el parasito. Ademads, en

este ensayo se incluyd como control positivo al albendazol (Tabla 6).

Tabla 6. Reducciéon de la actividad metabélica (%) de los organismos adultos y larvas

musculares de T. spiralis en presencia de los derivados del 1-metilbencimidazol.

Compuesto Adulto Larva muscular

albendazol 28 22
1 6 25
2 NR 9
3 NP NP
4 NP NP
5 8 14
6 NR 12
7 23 7
8 34 24
9 25 14
10 NR 14
11 NP NP
12 14 9
13 23 24
14 NR 26
15 15 30
16 29 22

NP = No se probd NR = No redujo
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Los resultados obtenidos indican que en general los compuestos 8, 13, 16 obtuvieron los
mayores porcentajes de actividad in vitro contra ambas fases del pardsito Trichinella
spiralis. Cabe mencionar que estos compuestos tuvieron una actividad antihelmintica

similar a la del albendazol.

A pesar de que estos compuestos presentaron actividad contra la fase muscular de T.
spiralis, para seleccionar un compuesto con actividad sistémica es importante determinar
su permeabilidad; ya que, la mayoria de los compuestos que se utilizan en la clinica, se
administran por via oral. Lo anterior debido principalmente a la comodidad en la
administracién, que no se necesitan materiales especiales para la dosificacién y en general
los procesos de fabricacién no son costosos, por lo que se requiere continuar con la

evaluacion de la permeabilidad de los compuestos que in vitro resultaron activos.

Por otro lado, Amidon y cols. (1995) determinaron que la disolucién de un firmaco en el
tracto gastrointestinal y Ja permeabilidad intestinal son los factores mas importantes que
controlan la biodisponibilidad de un farmaco.

La biodisponibilidad de una sustancia se define como la cantidad y velocidad a la cual una
molécula activa llega a la circulacion sistémica. La biodisponibilidad involucra diversos
componentes biologicos entre los cuales estdn, las velocidades de disolucién y liberacidon
del farmaco de su forma farmacéutica, la permeabilidad intestinal, el metabolismo
intestinal, la estabilidad en plasma, el metabolismo hepético de primer paso y la excrecién
biliar (figura 2). Asi, la biodisponibilidad es un parametro farmacocinético que nos
describe el grado de absorcién y metabolismo de un farmaco administrado por via oral. La

biodisponibilidad est4 relacionada con su eficacia contra diversas enfermedades sistémicas.

La velocidad de disolucién y liberacién se puede caracterizar por métodos in vifro; sin
embargo, las velocidades de absorcion, metabolismo y eliminacion, son dificiles de medir
en forma exacta por métodos in vitro (Rubas y cols., 1996b).
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Asi mismo, la absorcién esta influida por la relacién dosis/disolucion, la degradacion
quimica y/o el metabolismo en el lumen, complejos de unién luminal, transito intestinal y la

permeabilidad efectiva (P.q) a través de mucosa intestinal (Lennernis, 1997).

Lumen
Intestinal

Vena Porta

Circulacién

Primer paso

Heces

Figura 2. Barreras de la biodisponibilidad.

La P.r es una de las variables que controlan la cantidad y velocidad de la absorcién.
Refleja el transporte en la membrana y la permeabilidad de la mucosa celular incluyendo

los procesos de paso a través de membrana (Lennernis, 1997).

Desde un punto de vista fisiolégico, la absorcion es el proceso por el cual sustancias del
medio externo tienen acceso al ambiente interno. Es un proceso de tipo unidireccional. En
el hombre, el tracto gastrointestinal, los pulmones y la piel representan los sitios més
importantes de entrada de materiales ex6genos. En cada uno de estos sitios, el movimiento

de sustancias se lleva a cabo a través de tejidos, que sirven como barreras anatomicas.

Las sustancias se pueden absorber de 2 formas principalmente; por la via paracelular o por

la via transcelular (figura 3). En la primera via el fdrmaco pasa a través de las uniones
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estrechas entre las células, es considerada la principal forma de paso para la absorcién de
pequefias moléculas hidrofilicas, as{ como moléculas cargadas e incluso de algunos
farmacos de bajo peso molecular (Madara y Pappenheimer, 1987). La absorcién ocurre en
forma de‘difusién pasiva, en la cual el paso a través de la membrana celular es la etapa
limitante en el proceso de absorcién (Fagerholm y cols., 1996; Pade y Stavchansky, 1997).

paracelular transcelular
Lumen B
" LRSS
ucus w ﬁ N kﬂ f.lfb'[

{ =
Enterocitos t\ D (\

Y/
Intersticio ‘*

—>

- g 7 -t ——— - -.E-

) ~ ;, e l“—/’«-i:
; } Vena porta
Capilares (J [ i P

Figura 3. Membrana gastrointestinal y formas de transporte de farmacos.

En relacién con la segunda via, ésta involucra el paso de compuestos dentro de la célula.
Se lleva a cabo con compuestos con caracteristicas lipofilicas, por procesos de transporte

pasivo, activo o facilitado.

Para compuestos que se absorben pasivamente, la contribucién de cada una de estas vias
al transporte dependen del pKa, coeficiente de particién, radio molecular y la carga del
farmaco, del pH de la solucién luminal y el 4rea superficial disponible para la absorcién y
permeabilidad a través de las diferentes capas. La permeabilidad de la monocapa celular es
una combinacién de la permeabilidad a través de las vias transcelular y paracelular (Pade y

Stavchansky, 1997).
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El principal sitio de absorcién de un firmaco después de su administracién por via oral,
son las células del intestino delgado. Una sustancia del medio externo que logra accesar al
ambiente interno por medio del canal alimenticio, primero entra por la boca, pasa por el
esofago, entra al estémago y por ultimo al intestino delgado. A todo lo largo del tracto
gastrointestinal, la sustancia est4 en contacto con las células del epitelio, las cuales forman
una capa, conocida como mucosa. En cada una de las partes del tracto gastrointestinal, la
mucosa tiene diferentes caracteristicas morfologicas y una especializacién funcional, la
cual se observa por la variacién morfol6gica en las diferentes regiones intestinales, como
en el drea superficial disponible para la absorcién y/o en la densidad de las uniones
estrechas, en la composicién y la fluidez lipidica (Brasitus y Dubeja, 1985; Collet y cols,,
1997) (figura 4).

Figura 4. Morfologia de la mucosa intestinal

El intestine delgado es un tubo contorneado, conformado por cuatro capas: mucosa,
submucosa, muscularis y serosa. La mucosa se puede subdividir en: epitelio velloso,
células epiteliales generadoras de la cripta, diversas células especializadas que se
encuentran en las vellosidades y el epitelio de la cripta. Al microscopio la mucosa parece

estar conformada de crestas, conocidas como valvulae conniventes o vélvulas de
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Kerkring, que corren oblicuamente a través del tracto intestinal e incrementan el area
superficial en 2 a 3 veces, con relacion a la superficie serosa. Las crestas, bajo el
microscopio de optico, se observan como proyecciones en forma de dedo, conocidas
como vellos (villi), las cuales tienen una altura de 200-1000 pm. Estos vellos incrementan
la capacidad de absorcién, no sélo al incrementar en ocho veces la superficie disponible,
también como resultado de sus contracciones ritmicas espontineas, bombeando el

contenido a lo largo de toda la estructura y hasta los vasos linfiticos de la submucosa
(figura 5).

Zona de extrucion celulat

Vasos sanguineos ]

[
¢/ y
g LMD Vasos linfaticos

R = Nervios
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Epitelio P & ¥ o Pk E¥ bd  Linfocitos
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Figura 5. Morfologia de la mucosa gastrointestinal

Los vellos de la mucosa y sus criptas estin cubiertos por una sola capa de epitelio

compuesto principalmente de dos tipos de células: las células columnares y las células
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calciformes secretoras de moco. Las células epiteliales descansan sobre una membrana

basal que las separa del tejido conectivo del vello, la lAmina propia.

Las células mas importantes y numerosas del epitelio, son los enterocitos. Estos tienen
entre sus caras laterales interdigitaciones y conexiones desmosémicas complejas; en sus
vértices se sostienen en contacto estrecho por un complejo de unién especializado, con lo
cual se conserva asi la continuidad estructural de la mucosa. La caracteristica mds
distintiva de la mucosa intestinal, es el borde apical de cepillo, que consiste de una
disposicién regular de microvellosidades de 1 um de largo y 0.1 um de didmetro,
recubiertas por un glucocélix rico en carbohidratos elaborados por los enterocitos, el cual
se piensa no s6lo tiene una funcién protectora, sino también un papel importante en la

modificacién y presentacién del contenido luminal a los enterocitos.

Los enterocitos tienen un alto contenido de mitocondrias, un sistema de Golgi notable y
los lisosomas en la parte apical. Los lisosomas son organelos que contienen hidrolasa 4cida
y comprende los cuerpos densos, vesiculas autofdsicas y cuerpos multivesiculares.
También hay un reticulo endoplasmico liso y rugoso bien desarrollado. El micleo ocupa la
zona basal del enterocito y se encuentra en la mitad baja del epitelio, que carece de
complejos de union, en donde hay una gran variacion en la separacién entre las paredes
celulares. Pegada a la cara basal de los enterocitos se encuentra una lamina basal delicada,
pero bien formada (figura 6).

Los enterocitos tienen muchos transportadores en ambas superficies, que le facilitan la
absorcién de diversas sustancias, entre algunos de ellos estan el transportador de glucosa
dependiente de sodio, el cual no se localiza ficilmente en diversas lineas celulares y en
algunos casos, disminuye su actividad por los diversos mecanismos de extraccién y
purificacién de los componentes celulares (Dantzig y Bergin, 1990). Asi como, enzimas en

el borde de cepillo como la sacarosa isomaltasa, leucina aminopeptidasa y la folato

conjugasa (Rigtrup y Ong, 1992).
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Figura 6. Morfologia del enterocito.

Para determinar la permeabilidad intestinal, inicialmente se midid la excrecion urinaria de
diversas sustancias de prueba, como la lactulosa, polietilenglicol y EDTA *'Cr. Sin
embargo, estas técnicas in vivo eran afectadas por factores biologicos como el transito
intestinal, el metabolismo y la eliminacion renal, lo cual no refleja la real permeabilidad
intestinal (Lennernis, 1997).

En la actualidad, existen diversas técnicas que se han desarrollado para la determinacion
de la permeabilidad intestinal y del proceso de absorcion, entre éstas se incluyen técnicas

in situ como circuitos intestinales e intestino y colon perfundido y téenicas in vifro como
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el saco invertido, células aisladas de la mucosa intestinal y vesiculas aisladas de la

membrana del borde de cepillo (Hidalgo y cols., 1989; Stewart y cols., 1995).

El uso de la técnica del saco invertido y los circuitos intestinales se fundamenta en que, un
compuesto es administrado en el lado luminal y la velocidad de desaparicion de este lado
se asume que es igual a la velocidad de absorcién. La limitante radica en que, existen
compuestos que se pueden unir a la superficie celular o en sitios intracelulares después de
ingresar al epitelio intestinal, ademas existen compuestos que pueden ser metabolizados en
el lumen o durante el transporte transepitelial. Para estas técnicas la velocidad de
absorcidn obtenida bajo el anterior supuesto serd una velocidad sobrestimada del valor real
(Hidalgo y cols., 1989; Lundin y cols., 1990).

Con respecto al intestino perfundido, la técnica consiste en tomar muestras de sangre o
linfa de las venas mesentéricas y ductos linfiticos, esto nos permite estimar mejor la
velocidad de absorci6n, su limitante principal es que no proporciona mayor informacién
sobre el proceso involucrado en el transporte transmucoso de los farmacos (Hidalgo y

cols., 1989).

Las células aisladas de la mucosa se han utilizado en diversos estudios de transporte a
nivel celular y/o molecular. El principal problema es la limitada viabilidad, por lo general,
son viables durante.30 a 45 minutos. Ademas, el proceso de aislamiento de las células de
la mucosa produce pérdida de la polaridad celular y puede causar dafio sustancial a las
células. Por otro lado, las vesiculas de la membrana de! borde de cepillo son estructuras
relativamente simples, las cuales no tienen la limitante de 1a viabilidad, pero son relevantes
sélo en estudios de interaccién de los compuestos con el borde de cepillo, sin
proporcionar ningtin dato sobre el transporte intracelular. Ademaés, en ocasiones la
preparacion de las vesiculas puede alterar las enzimas o los receptores que pueden estar
involucrados en el transporte transepitelial y/o en el metabolismo (Hidalgo y cols., 1989;
Rigtrup y Ong, 1992; Ledn y cols., 1993).
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Las técnicas in sifu como in vitro mencionadas, presentan algunas limitaciones en la
versatilidad de la determinacidn, en la viabilidad celular del tejido o fracciones celulares
aisladas, en la conservacion y obtencién de la polaridad celular, el dificil acceso al lado
basolateral de las células, la presencia de numerosas capas de tejido y la pérdida de la
capacidad metabdlica del tejido o cultivo celular (Hidalgo y Borchardt, 1990b).

La determinacién de la permeabilidad intestinal y del proceso de absorcién también puede
realizarse mediante el empleo de lineas celulares epiteliales. Para esto, a partir de los afios
80’s se han tratado de obtener lincas celulares derivadas de enterocitos o establecer
cultivos de células del epitelio intestinal. Para llevar a cabo lo anterior, se han establecido
tanto lineas celulares derivadas del enterocito normal como diversas lineas celulares
provenientes de algunos adenocarcinomas de humano utilizando inductores de una

diferenciacién enterocitica.

Con respecto a la primera alternativa, Quaroni y cols. (1979) establecieron una linea de
células permanentes del intestino de rata; sin embargo, esta linea no desarrolld ningin

patron de diferenciacién morfoldgico ni bioquimico a enterocito maduro.

Con respecto a la segunda alternativa, algunos autores han demostrado que la adicion de
sustancias como butirato de sodio y DMSO incrementan significativamente la actividad de
algunas de las enzimas asociadas al borde de cepillo en linea celulares provenientes de
cancer colorectal; sin embargo, no se obtiene una diferenciacién estructural (Kim y cols.,
1980). Por otro lado, Pinto y cols. (1982) encontraron que si reemplazaban la glucosa por
galactosa en el medio de cultivo de la linea HT29, obtenian una diferenciacion estructural
y funcional parcial de la linea.

Con la intencion de extender esta misma experiencia a otras lineas de células, observaron

que una de ellas, la linea celular Caco-2, que proviene de un adenocarcinoma de colon de

humano, bajo condiciones estindar de cultivo in vitro y en ausencia de inductores de
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diferenciacién, esponténeamente exhibe signos de diferenciacién estructural y polarizacién
(Pinto y cols., 1983; Hidalgo y cols., 1989).

Permeabilidad Permesbilidad

Permeabilidad  in vitro

Monocapa de células Caco-2

Figura 7. Comparaci6n entre la membrana gastrointestinal y la monocapa de células Caco-
2.

La monocapa celular al dia 16 de cultivo, consiste de células de aproximadamente 30 pum,
que poseen una similitud morfologica a la descrita para un epitelio columnar simple del
intestino delgado. La diferenciacion es total cuando se llega a la confluencia, que se
obtiene a los 6 — 7 dias de incubacién (Hidalgo y cols., 1989). Mediante microscopia de
transmisién se observa que la parte superior de la monocapa se cubre con
microvellosidades tipicas del borde de cepillo, las cuales se extienden perpendicularmente
hacia la superficie (Pinto y cols., 1983).

La diferenciaciéon funcional se caracteriza por altos niveles de diversas enzimas asociadas
al borde de cepillo, ademas de poseer marcadores bioquimicos distribuidos entre sus 2

superficies celulares (apical y basolateral). En la superficie apical, los niveles de fosfatasa
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alcalina y sacarosa-isomaltosa son cercanos al 50% de los encontrados en preparaciones
similares del intestino delgado de humano y 10% en el caso de aminopeptidasas. La
actividad especifica en la membrana se enriquece de 8 a 10 veces, comparada con el inicio.
En la membrana basolateral se localizan receptores para la transferrina y el factor de
crecimiento epidermal (Dantzig y Bergin, 1990). La diferenciacién enterocitica funcional
de las microvellosidades del borde de cepillo se asocia con la formacién de domos los

cuales son tipicos de monocapas de transporte epitelial.

En la linea celular Caco-2, se han descrito diversos mecanismos de transporte, entre ellos:
la bomba transmembrana de 170 KD, conocida como glicoproteina-P (P-gp), la cual es
responsable del desarrollo de resistencia a multifirmacos (Augustijs y cols., 1993), el
transportador del 4cido folico, de glucosa dependiente de sodio (Blais y cols., 1987), de
dipéptidos (Dantzig y Bergin, 1990; Inui y cols., 1992), de fosfatos dependiente de sodio
(Mohrmann y cols., 1986) y un antiportador Na+/H+ (Wali y cols., 1989), de acidos
biliares que se expresa a las 2 semanas (Hidalgo y Borchardt, 1990b) y el transportador de
amino4cidos (Hidalgo y Borchardt, 1990a). Por otro lado, la linea celular Caco-2 tiene
baja actividad de monoacilglicero! transferasa, lo que indica que esta via de entrada no es
muy activa en comparacion con las células en el intestino normal (Mehran y cols., 1995),
expresa fenol — sulfotransferasa, UDP-glucuronil transferasa y algunas de las isoenzimas

del citocromo Pasq (Raeissi y cols., 1997).

La resistencia eléctrica transepitelial (TEER) de la monocapa celular es dependiente del
némero de pases llevados a cabo, la TEER se incrementa de 96.6 a 173 Qcm’ al dia 6. El
valor de TEER es mayor en la linea celular al encontrado en el intestino delgado (300
Qcm? contra 140 Qcm?) lo cual indica Ia presencia de uniones celulares mas estrechas

(Collett y cols., 1996).

Actualmente, algunos autores han propuesto diversas clasificaciones en base de la
permeabilidad intestinal y la disolucién in vitro de los farmacos. La clasificacion mas

aceptada es la descrita por Amidon y cols. (1995), que propone un esquema de
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clasiﬁca;:ién biofarmacéutico en el cual se correlacionen la disolucion y la
biodisponibilidad determinada como permeabilidad. Asi se clasifican a los farmacos en 4
clases: Clase 1. Solubilidad alta - permeabilidad alta; Clase II. Solubilidad baja —
permeabilidad alta; Clase III. Solubilidad alta — permeabilidad baja y Clase IV. Solubilidad
baja — permeabilidad baja. Utilizando esta clasificacion, se sugiere que productos con una
permeabilidad efectiva (Peg) superior a 4 x 10* cm/seg se consideran como de
permeabilidad alta (> 95%) y compuestos que su disolucién no sea mayor de 15 minutos,

como de disolucién alta.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los bencimidazoles son un grupo de farmacos que se emplean en el tratamiento de las
enfermedades por helmintos. Sin embargo, a pesar de su amplia actividad en diversas
parasitosis a nivel intestinal, su uso en parasitosis extraintestinales es limitado, debido
principalmente a su escasa absorcién en el ambito intestinal;, lo que tiene como
consecuencia una baja concentracién del farmaco en plasma. Con ¢l fin de obtener
farmacos con mejores caracteristicas de solubilidad y un espectro de actividad biolégica
amplio, en el Departamento de Farmacia, de la Facultad de Quimica de la UNAM, se
sintetizaron 4 series de compuestos derivados del 1-metilbencimidazol con diferentes
sustituyentes en posicién 2 (metilo, amino, mercapto y metiltio) y con cloro en posicién 5
y/o 6. Algunos de estos compuestos al ser evaluados in vitro en contra del protozoario
intestinal Giardia lamblia y de la fase enteral y parenteral del nematodo Trichinelia
spiralis, tuvieron muy buena actividad. Cabe mencionar que los compuestos 8 y 16
tuvieron buena actividad antihelmintica in vitro contra ambas fases de desarrollo de
Trichinella spiralis. Estos compuestos tienen el mismo sustituyente en posicion 2 (metiitio)
y con cloro en posicién 5 y en posiciones 5 y 6 respectivamente. Sin embargo, un paso
importante en la obtencion de compuestos con actividad biolégica en el ambito sistémico es
contar con firmacos con buena biodisponibilidad oral y ésta depende entre otros factores,
de su permeabilidad a través del epitelio intestinal. Existen varias técnicas que se emplean
actualmente en la determinacion de la permeabilidad intestinal y del proceso de absorcion.
En la actualidad, la linea celular Caco-2 se emplea en la medicion de la permeabilidad
aparente de diversos compuestos. Su utilidad radica en la similitud de la linea c.elular con el

epitelio columnar del intestino delgado.

Considerando lo anterior, se seleccionaron los compuestos derivados del 1-
metilbencimidazol 8 y 16, los cuales presentaron actividad contra la fase sistémica de T.
spiralis. Con la finalidad de determinar su permeabilidad aparente empleando como modelo
a la linea celular Caco-2. Ademss, en este estudio se incluyeron los compuestos 4 y 12 con
la finalidad de correlacionar algunas caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos con
su permeabilidad. Los compuestos 4, 8, 12 y 16 son metilbencimidazoles que en la posicion
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2 de la molécula presentan un grupo metiltio y en las posiciones 5 y/o 6 tienen 0 no un

grupo Cl (Tabla 7).

Tabla 7. Compuestos seleccionados.

R2
»— B3
Ri
3
Compuesto R1 R2 R3

4 H H SCH;
8 H Cl SCH;
12 Cl H SCH;
16 Cl Ci SCH3
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OBJETIVO GENERAL

Conocer algunas de las propiedades biofarmacéuticas de los compuestos 2-metiltio-1-
metilbencimidazol (4), 5-cloro-2-metiltio-1-metilbencimidazol (8), 6-cloro-2-metiltio-1-
metilbencimidazol (12) y 5,6-dicloro-2-metiltio-1-metilbencimidazol (16) y su actividad

antiparasitaria in vivo.

OBJETIVO PARTICULAR

Determinar el coeficiente de permeabilidad aparente de los compuestos empleando la linea

celular Caco-2.

Determinar la correlacion entre el coeficiente de permeabilidad aparente y el coeficiente de

distribucion de los compuestos.

Determinar la correlacién entre el coeficiente de permeabilidad aparente y la actividad

antiparasitaria in vivo de los compuestos.
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METODOLOGIA

1. METODO ANALITICO

Para la determinacién y cuantificacion de los compuestos derivados del 1-
metilbencimidazol (4, 8, 12, 16) asi como al albendazol y mebendazol, se utilizé el
método analitico de cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC), desarrollado y
validado por los laboratorios Absorption System en Exton, Pennsylvania (USA). Las

condiciones cromatogrificas utilizadas fueron:

Equipo: Bomba Perkin Elmer Serie 200
Detector UV/VIS Perkin Elmer HPLC 785
Integrador Programa Turbochrom Version 4.1 (Perkin Elmer)

Condiciones cromatograficas:
Fase movil trietilamina al 0.1% ajustada a pH 3.1 con H3PO4:Acetonitrilo
(25:75)
Flujo 0.3 mL/min
Longitud de onda 260 nm
Columna Hypersil C18 BDS, tamafio de poro 3 pm, longitud 100 x 2 mm

2. DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE DISTRIBUCION (logD)

a) Solucién stock. Se prepararon en DMSO soluciones de cada uno de los compuestos
(4, 8, 12, 16, albendazol y mebendazol) a una concentracion de 10 mM.

b) En un tubo eppendorff de 1.9 mL se colocaron 0.75 mL de 1-octanol y 0.75 mi de
PBS pH 7.4, se adicionaron 15 pL de la solucién stock de los compuestos. Se agit6 la
mezcla durante 30 minutos en vortex, posteriormente la solucion se centrifugé por 10
minutos a 10,000 rpm. Las dos fases se separaron y se cuantificaron los compuestos

por el método analitico anteriormente descrito.
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3. DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE PERMEABILIDAD APARENTE
(Papp)

Linea celular.

Se utilizé la linea celular Caco-2 ASI4, la cual fue proporcionada por el Dr. Ismael
Hidalgo de los laboratorio Absorption Systems (Exton, PA). Las células se cultivaron en
Dulbecco’s modified Eagle's medium (DMEM), conteniendo 10% de suero fetal bovino,
1% de aminodicidos no esenciales, 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100
mg/mL de estreptomicina y de 1 mM de piruvato de sodio. Las células se mantuvieron y
crecieron en cajas de cultivo de 75 em® a 37°C, 85% de humedad relativa y 5% de CO,.
Las células se recultivaron cada 4 dias obteniéndose de cada caja de cultivo 3 nuevas
cajas, utilizando una solucion de tripsina-EDTA (anexo A), a una confluencia en la linea
celular no mayor del 80%. Para los estudios de permeabilidad, las células se cultivaron
sobre membranas de policarbonato en insertos Transwell® de 12 mm de didmetro interno,
0.4 uM de tamafio de poro y una drea de cultivo de 1.13 cm’, previamente cubiertas con
una capa de solucién 3.64 mg/mL de colidgena de rata tipo I (Lakeside). Las células se
utilizaron entre los pases 58 y 61, y se cultivaron a una densidad de 60,000 células/cm’. El
medio de cultivo en los insertos se cambié a las 24 horas de iniciado el cultivo,
posteriormente cada tercer dia, hasta el dia 8 de cultivo, y por ultimo se cambié el medio
cada dia (volumen apical 0.5 mL, volumen basolateral 1.5 mL), hasta el dia de realizacion
del experimento (dia 28 a 30).

Integridad de las monocapas.

Previo a la realizacién de los experimentos de transporte, las monocapas celulares de 28 a
30 dias de cultivo, se lavaron y preincubaron a 37°C y 5% de CO,, por una hora con ¢l
amortiguador de transporte (solucién salina balanceada de Hank pH 7.2 conteniendo 10
mM de D-glucosa y 10 mM de HEPES). La integridad de la monocapa se determin
midiendo Ia resistencia eléctrica transepitelial (TEER), utilizando un voltimetro para tejido
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epitelial EVOM y un electrodo EndHom-12 (World Precision Instruments, Sarasota, FL).
En los experimentos de transporte, se utilizaron sélo monocapas con valores de TEER
entre 450 y 650 Qem’.

Preparacion de compuestos.

Para los estudios de transporte las soluciones stock de los compuestos (10 mM) en
DMSO, se diluyeron a una concentracion de 50 uM con el amortiguador de transporte
(concentracion final del DMSO 0.1%).

Experimentos de transporte.

Los ensayos de transporte se llevaron a cabo en ambas direcciones; del lado apical al lado
basolateral (A — B) y del lado basolateral al lado apical (B - A). Todos los experimentos se
llevaron a cabo por triplicado. Se incluyeron albendazol y mebendazol en los

experimentos de transporte

1. Apical a Basolateral.

Los insertos se colocaron en pozos conteniendo 1.5 mL del amortiguador de transporte, la
solucién apical se cambié por 0.5 mL de la solucién que contenia a cada compuesto y los
insertos se incubaron a 37°C y atmosfera al 5% de CO,, con agitacién constante a 3@ en
un agitador orbital. Los insertos fueron cuidadosamente cambiados de pozo en pozo,
conteniendo en cada uno 1.5 mL del amortiguador de transporte fresco (lado basal), a los
tiempos de 15, 30, 45, 60 y 90 minutos. A los diferentes tiempos, se tomaron 500 pl del
lado basolateral (cada uno de los pozos). A los 90 minutos se tomé una alicuota de 200 pl
del lado apical de la monocapa la cual sirvié como la solucién donadora. Las muestras

colectadas a los diferentes tiempos se guardaron a 4°C hasta su analisis.
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2. Basolateral a Apical.

A monocapas de células Caco-2, crecidas en insertos (diferentes a los empleados en la
medicién A-B) se les cambié Ia solucién basolateral (amortiguador de transporte), por la
solucién que contiene a cada compuesto a una concentracion de 50 uM en el
amortiguador de transporte (1.5 mL). Las muestras (200 ul) se obtuvieron del lado apical
a los tiempos de 15, 30, 45, 60 y 90 minutos y se agregaron 200 pl de amortiguador de
transporte libre de compuesto. Por otro lado, a los 90 minutos se tomo una alicuota de
200 pl del lado basolateral de la monocapa el cual sirvié como la solucion donadora.

Control de calidad.

Al término de los experimentos de transporte, se midié la velocidad de flujo de un
marcador hidrofilico, el amarillo de Lucifer (LY), el cual se utiliza como marcador de
integridad de la monocapa, determinindose si los compuestos presentan algin efecto
sobre la monocapa. Para llevar a cabo lo anterior, se retiré completamente la solucion del
lado donador (apical o basolateral), segun sea el caso y los insertos se colocaron en pozos
nuevos que contenian en el lado basolateral s6lo el amortiguador de transporte y en todos
los casos independientemente del expetimento de transporte, se colocaron 500 pl de una
solucién 1 mM de LY en amortiguador de transporte en el lado apical. Los insertos se
incubaron por 1 hora sin agitacién a 37°C y atmésfera al 5% de CO;. Terminada la
incubacion se tomaron 100 pl de la solucién en el lado basolateral y se leyé en un lector de
fluorescencia (Fluostar modelo 403-0098) con un filtro de emision de 538 nm y un filtro
de excitacién de 485 nm. Para la cuantificaci6n, se utilizé una curva esténdar de LY en el
rango de concentraciones de 5 a 0.3125 pM. Monocapas con un valor de coeficiente de
permeabilidad aparente de LY > 1x10° cm/seg se consideran monocapas normales sin

efecto de los diferentes compuestos.

33




Determinacion del coeficiente de permeabilidad aparente (Papp).

Las muestras obtenidas de los estudios de transporte se analizaron y cuantificaron con el
método anmalitico previamente descrito. Para calcular el Papp se graficé la cantidad
acumulada del compuesto que se absorbe con respecto al tiempo, calculindose la
pendiente de Ia regresion lineal de la curva (dC/dt) y sustituyendo el valor obtenido en la

siguiente ecuacion:

Papp =dC/dt* V
A*Co
donde: dC/dt es la velocidad de paso del compuesto a través de la monocapa
V es el volumen en el lado receptor
Co es la concentracion de la solucién en el lado donador

A es el area de cultivo de la monocapa
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RESULTADOS

Las propiedades fisicoquimicas obtenidas para los derivados analizados, asi como del

albendazol y mebendazol se presentan en las tablas 8 y 9.

Tabla 8. Propiedades fisicoquimicas determinadas para los derivados del 1-
metilbencimidazol.

Compuesto Férmula molecular P.M. Rf (sistema) | Punto de fusién
3 CoH1oNS 178.26 0.53 5354
8 CoH,CIN, S 212.65 0.69 92-93
2 CoH,CINSS 212.65 0.6 80.5 — 81.5
16 CoHsCLNS 247.09 0.66 21-122
Albendazol C12HisN3S0, 265.33 ND* ND
Mebendazol C1eH13N30; 295.29 ND ND

*ND = No determinado

Tabla 9. Coeficiente de distribucién y particién determinados para los derivados del 1-

metilbencimidazol.
Compuesto LogP calculado* LogD determinado
4 2.73 £0.57 2.23
8 3.32+0.59 3.04
12 3.32+0.59 3.01
16 3.79£0.6 3.99
Albendazol 3.01 £0.86 3.66
Mebendazol 242 +£0.89 2.07

*LogP calculado con el programa ACS-demo.
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La cuantificacién de las muestras colectadas a los diferentes tiempos, en los ensayos de
transporte, se realizé empleando el método analitico mencionado en metodologia. Las
concentraciones obtenidas de 3 insertos para el compuesto 4 durante la determinacion A-B
a los diferentes tiempos se presentan en la tabla 10. La concentracién obtenida por el
mismo compuesto durante la determinacién de B-A se puede observar en la tabla 11. Los
valores obtenidos para €l compuesto 4 del lado A-B y B-A a los diferentes tiempos se

presentan en las figuras 8 y 9.

Tabla 10. Concentracién (uM) obtenida en el estudio de apical a basolateral para el

compuesto 4.
Tiempo (min) Inserto 1 Inserto 2 Inserto 3 Promedio + DS*
15 4,1748 3.7841 3.9885 3.9825£0.19
'30 7.0504 6.2183 6.6227 6.6304 + 0.41
45 9.6714 8.4410 8.6373 8.9165 £ 0.66
60 12.5837 10.6518 10.5777 11.2711 £ 1.13
90 15.8865 13.3584 12.9258 14.0569 + 1.59

*)S = Desviacion estandar.

Tabla 11. Concentracion (uM) obtenida en el estudio de basolateral a apical para el

compuesto 4.

Tiempo (min) Inserto 4 Inserto 5 Inserto 6 Promedio + DS
15 10.7766 10.1975 11.4241 10.7994 + 0.61
30 17.6434 12.4512 18.3064 16.1337 £ 3.20
45 21.4204 19.1089 22.1488 20.8927 £+ 1.58
60 27.6931 24,7175 27.1679 26.5261 + 1.58
90 32.9590 31.3269 33.2087 32.4982 +1.02
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Figura 8. Cinética de absorcion del compuesto 4 determinada del {ado apical al basolateral.
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Figura 9. Cinética de absorcion del compuesto 4 determinada del lado basolateral al apical.
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Con respecto al compuesto 8, las concentraciones obtenidas en los ensayos de A-B y de B-

A y su representacién grafica se muestran en la tabla 11 y 12 y las figuras 10 y 11

respectivamente.

Tabla 12. Concentracién (uM) obtenida en el estudio de apical a basolateral para el

compuesto 8.
Tiempo (min) Inserto 1 Inserto 2 Inserto 3 Promedio = DS
15 5.0523 5.0386 5.1137 5.0682 +0.04
30 8.2018 7.7509 7.6295 7.8607 + 0.30
45 11.4117 9.9351 9.6661 10.3376 £ 0.93
60 14.5383 12.1729 11.7380 12.8164 £ 1.50
90 17.7754 14.4422 13.7025 15.3067 £ 2.16

Tabla 13. Concentracién (uM) obtenida en el estudio de basolateral a apical para el

compuesto 8.
Tiempo (min) Inserto 4 Inserto 5 Inserto 6 Promedio £ DS
15 13.4272 14.3323 15.6409 14.4668 £ 1.11
30 28.8190 31.3947 30.9171 30.3769 £ 1.37
45 32.1145 36.2970 35.2951 34.5689 + 2.18
60 33.9583 38.0451 39.1205 37.0413 £2.72
90 37.0318 41.6136 41.2560 39.9672 + 2.54
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Figura 10. Cinética de absorcion del compuesto 8 determinada del lado apical al
basolateral.
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Figura 11. Cinética de absorcion del compuesto 8 determinada del lado basolateral al

apical.
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Las concentraciones obtenidas por el método analitico en los ensayos A-B y B-A del

compuesto 12, se presentan en la tabla 14 y 15 y su representacién grafica en las figuras 12

y 13.

Tabla 14. Concentracién (uM) obtenida en el estudio de apical a basolateral para el

compuesto 12.
Tiempo (min) Inserto 1 Inserto 2 Inserto 3 Promedio + DS
15 3.0583 3.0526 3.3848 3.1652 £ 0.19
30 6.4759 6.0662 6.4482 6.3301 £ 0.22
45 9.5103 8.5825 8.9079 9.0002 + 0.47
60 11.9729 10.4415 10.7518 11.0554 + 0.80
90 15.1122 13.2448 13.4928 13.9499 £ 1.01

Tabla 15. Concentracién (uM) obtenida en el estudio de basolateral a apical para el

compuesto 12.

Tiempo (min) Inserto 4 Inserto 5 Inserto 6 Promedio + DS
15 10.5691 11.2477 11.3606 11.0591 £ 0.42
30 18.7094 19.9335 19.6540 19.4323 £ 0.64
45 23.7631 24.9759 25.3978 247122 £0.84
60 24.8994 26.5841 27.5543 26.3459 £ 1.34
90 28.5626 31.9467 32.7133 31.0742+£2.20
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Figura 12. Cinética de absorciéon del compuesto 12 determinada del lado apical al

basolateral.
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En las tablas 16 y 17, se presentan las concentraciones obtenidas en los ensayos de A-B y
B-A del compuesto 16 y en las figuras 14 y 15 su representacion grafica.

Tabla 16. Concentracién (uM) obtenida en el estudio de apical a basolateral para el

compuesto 16.
Tiempo (min) Inserto 1 Inserto 2 Inserto 3 | Promedio + DS
15 2.6242 2.4004 2.5475 2.5241 £ 0.11
30 6.1687 5.7751 5.8705 5.9381 £ 0.20
45 9.9271 8.9275 8.7785 9.2110 £ 0.62
60 13.6218 11.7789 11.3067 12.2358 + 1.22
90 19.4583 16.1876 16.0549 17.2336 £1.92

Tabla 17. Concentracién (M) obtenida en el estudio de basolateral a apical para el

compuesto 16.
Tiempo (min) Inserto 4 Inserto 5 Inserto 6 Promedio + DS
15 6.3345 6.2434 3.3072 5.2951 £ 1.72
30 15.0422 15.2056 13.6967 14,6482 + 0.82
45 22.8918 23.0504 22.1511 22.6977+0.48
60 27.2302 29.6162 28.6845 28.5103 £1.20
90 34.4691 37.3898 38.5078 36.7889 £ 2.08




Figura 14. Cinética de absorcién del compuesto 16 determinada del lado apical al

basolateral.
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Figura 15. Cinética de absorcion del compuesto 16 determinada del lado apical al

basolateral al apical.
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En los estudios de transporte, se incluyeron al albendazol y mebendazol. Las

concentraciones obtenidas en los ensayos de A-B y B-A para estos compuestos, se

presentan en las tablas 18, 19, 20 y 21 y su representacién gréfica en las figuras 16, 17, 18 y

19.

Tabla 18. Concentracién (uUM) obtenida en el estudio de apical a basolateral para el

albendazol.
Tiempo (min) Inserto 1 Inserto 2 Inserto 3 Promedio = DS
15 0.1772 0.2224 0.2676 0.2224 + 0.04
30 0.4354 0.5453 0.5921 0.5242 £ 0.08
45 0.6989 0.8097 0.8621 0.7903 £ 0.08
60 1.0785 1.0444 1.1241 1.0823 + 0.04
90 1.7208 1.6781 1.6621 1.6870 + 0.03

Tabla 19. Concentracion (uM) obtenida en el estudio de basolateral a apical para el

albendazol.
Tiempo (min) Inserto 4 Inserto 5 Inserto 6 Promedio + DS
15 0.8014 1.0017 1.0491 0.9507 £ 0.13
30 1.8591 1.9803 2.5828 2.1407 £ 0.38
45 2.7971 3.1703 3.3425 3.1033 £ 0.27
60 2.9901 3.2904 3.6644 3.3149+0.33
90 4.0101 4.4705 4.9407 4.4738 + 0.46
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Figura 16. Cinética de absorcion del albendazol determinada del lado apical al basolateral.
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Figura 17. Cinética de absorcion del albendazol determinada del lado basolateral al apical.
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Tabla 20. Concentracién (uM) obtenida en el estudio de apical a basolateral para el

compuesto mebendazol,

Tiempo (min) Inserto | Inserto 2 Inserto 3 . Promedio £ DS
15 2.1713 2.2042 2.1440 2.1732 £0.03
30 4.2438 4.1666 4.0690 4.1598 £ 0.08
45 6.2577 5.9934 5.8688 6.0400 £ 0.19
60 7.6513 7.3056 7.1361 7.3643 £ (.26
90 9.8416 9.4137 9.0540 9.4365 £0.39

Tabla 21. Concentracién (M) obtenida en el estudio de basolateral a apical para el

compuesto mebendazol.

Tiempo (min) Inserto 4 Inserto S Inserto 6 Promedio =+ DS
15 42612 4.4879 4.5059 4.4184 +0.13
30 6.2945 6.2879 7.1581 6.5802 +0.50
45 6.3390 6.4228 8.4545 7.0721 £ 1.19
60 6.5391 6.5119 8.6408 7.2306 +1.22
90 6.7165 6.5454 8.8963 7.3861 + 1.31

Figura 18. Cinética de absorcion del mebendazol determinada del lado apical al
basolateral.
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Figura 19. Cinética de absorcién del mebendazol determinada del lado basolateral al
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En la tabla 22, se observan los valores promedio de todos los compuestos analizados en este

estudio, determinado del lado apical al lado basolateral. La cinética promedio de estos

. compuestos se observa en la figura 20. Los compuestos que se absorben en mejor

concentracion son los compuestos 8 y 16, mientras que el albendazol es ! compuesto con

menor absorcidn, con una concentracion acumulada de 1.68 uM a los 90 minutos. Con

respecto a los otros compuestos, todos se absorben en mejor cantidad que el albendazol y

mebendazol, obteniéndose cantidades entre 13 y 14 M. Cabe resaltar el comportamiento

del mebendazol, el cual en este ensayo tiene una mejor permeabilidad que el albendazol.

Tabla 22. Concentracion promedio (uM) obtenida en el estudio de apical a basolateral para

los compuestos analizados.

Tiempo | Compuesto | Compuesto | Compuesto | Compueste | Compuesto | Compuesto
(min}) 4 8 12 16 albendazol | mebendazol
15 3.9825 5.0682 3.1652 2.5241 0.2224 2.1732
30 6.6304 7.8607 6.3301 5.9381 0.5242 4.1598
45 8.9165 10.3376 9.0002 9.2110 0.7903 6.0400
60 11.2711 12.8164 11.0554 12.2358 1.0823 7.3643
90 14.0569 15.3067 13.9499 17.2336 1.6870 9.4365
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Figura 20. Cinética de absorcion promedio de los compuestos 4, 8, 12, 16, albendazol y

mebendazol determinada del estudio de apical a basolateral.
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Con respecto a los valores promedio obtenidos en ¢l estudio del lado basolateral al lado
apical y la cinética de absorcion, se puede observar en la tabla 23 y figura 21. Los
compuestos que se absorben mejor son el compuesto 8 y el 16. En el compuesto 8 se
observa un rdpido incremento de la concentracion y al final de la grafica la tendencia a
llegar a una meseta. Sin embargo, en la cinética de absorcion del compuesto 16 se observa
un incremento constante en la concentracion que se absorbe y no se observa la tendencia de

haber llegado a una meseta. Los compuestos 4 y 12 tienen una cinética similar.
Con respecto al albendazol y mebendazol, estos compuestos se absorben muy poco en este

sistema, de hecho no se observa un aumento importante de la concentraciéon de estos

compuestos a partir de los 45 minutos.
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Tabla 23. Concentracion promedio (uM) de los compuestos 4, 8, 12, 16, albendazol y

mebendazol obtenida en el estudio de basolateral a apical para los compuestos analizados.

Tiempo | Compuesto | Compuesto | Compuesto | Compuesto | Compuesto | Compuesto

{min) 4 8 12 16 albendazol | mebendazol
15 10.7994 14.4668 11.0591 5.2951 0.9507 44184
30 16.1337 30.3769 19.4323 14.6482 2.1407 6.5802
45 20.8927 34.5689 24,7122 22.6977 3.1033 7.0721
60 26.5261 37.0413 26.3459 28.5103 3.3149 7.2306
90 32.4982 39.9672 31.0742 36.7889 4.4738 7.3861

Figura 21. Cinética de absorcion promedio determinada del estudio de basolateral a apical.
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Con respecto al célculo del valor del coeficiente de permeabilidad aparente, de cada uno de

los compuestos estudiados, estos se enlistan en la tabla 24. El compuesto que mejor

coeficiente de permeabilidad aparente tiene, en la cinética de apical a basolateral, es el

compuesto 16, seguido de los compuestos 12, 8, 4, mebendazol y albendazol. Con

respecto al estudio de basolateral a apical, los compuestos 8, 4 y 12 tienen la mejor

velocidad de absorcion, posteriormente los compuestos 16, mebendazol y albendazol.
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Tabla 24. Coeficiente de permeabilidad aparente obtenidos de los compuestos analizados.

Compuesto | Papp (x 10 cm/seg) | Papp (x 107 cm/seg) Papp Papp
Apical a Basolateral | Basolateral a Apical | B-A/A-B A-B/B-A

4 7.12 9.57 1.34 0.74

8 7.59 14.2 1.87 0.53

12 7.77 9.57 1.23 0.81

16 9.56 7.64 0.79 1.25
Albendazol 0.84 1.06 1.26 0.79
Mebendazol 5.15 4.34 0.84 1.18

Por ltimo, para determinar si los grupos cloro introducidos al anillo bencimidazol, tenian

algun efecto sobre el Papp, se correlaciond los valores obtenidos de LogD con respecto a

los valores obtenidos de Papp (A-B) (figura 22). Se observa una buena correlacion entre

estos dos parametros r=0.901, para los compuestos 4, 8, 12 y 16, lo cual indica que existe

una relacion directa entre el nimero de grupos cloro presentes en el anillo bencimidazol y

un incremento en el valor del Papp calculado.

Figura 22. Coeficiente de permeabilidad aparente como una funcién de la lipofilicidad.
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Un aspecto de gran relevancia, es la actividad biologica de los compuestos 4, 8, 12 y 16
evaluada in vivo en contra de la larva muscular de Trichinella spiralis (Lépez, 1999) (Tabla
25) y su correlacién con el coeficiente de permeabilidad determinado en este estudio para

cada uno de ellos.

Tabla 25. Actividad in vivo de los compuestos 4, 8, 12, 16 y albendazol sobre las larvas

musculares de Trichinella spiralis.

Compuesto No. de LM/ratén £ DS
(% de reduccién)*
Control 19091 + 3314
4 14474 + 3058
(24)
8 10933 + 2976
(43)
12 13563 £ 3019
(24)
16 8753 £ 942
(54)
Albendazol 1881 533
(90)

*Promedio de 3 experimentos DS = Desviacion estandar
Tomado de Lopez (1999).

Como se puede observar en la tabla de actividad biolégica in vivo de los compuestos 4, 8,
12 y 16 sobre la fase parenteral del parasito Trichinella spiralis, el compuesto que presenta
mayor actividad es el albendazol y posteriormente el compuesto 16. Por otro lado, la
permeabilidad determinada con el sistema Caco-2, nos indica que de los derivados del 1-
metilbencimidazol, el compuesto 16 tiene la mejor permeabilidad, seguido de los
compuestos 8 y 12. La relacién entre la permeabilidad aparente y la actividad biolégica in
vivo de estos compuestos se observa en la figura 23. A pesar de que la permeabilidad

aparente determinada para el albendazol fue baja (0.84 x 10™ cr/seg) en comparacion con
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el compuesto 16 (9.56 x 107 cm /seg), ¢l atbendazo! tienc mayor actividad antihelmintica a

nivel sistémico.
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Figura 23. Actividad biolégica in vivo como una funcion de la permeabilidad aparente.
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DISCUSION DE RESULTADOS

El anillo bencimidazol, se ha caracterizado pof ser una molécula lider en la cual se pueden
realizar diversos cambios estructurales en diversas posiciones del anillo, actualmente se han
obtenido compuestos con actividad antiparasitaria, como el tiabendazol, mebendazol y
albendazol (Tabla 4). Sin embargo, la mayoria de los compuestos sintetizados tiene una
farmacocinética errdtica y variable, debido principalmente a sus propiedades
fisicoquimicas, como su baja solubilidad acuosa. En algunos casos, como en ¢l tiabendazol
y mebendazol impide que tenga una buena actividad biolégica contra parésitos
extraintestinales.

A este respecto, la actividad antihelmintica de los nuevos compuestos derivados del 1-
metilbencimidazol, sintetizados en el Departamento de Farmacia, se evalu6 en un ensayo in
vitro empleando el método de reduccién del MTT. En este ensayo, se puso de manifiesto
que dos compuestos, ¢l 8 y el 16 (Clen 5y Cl en 5 y 6), tienen actividad contra la fase
enteral (organismos adultos) y parenteral (larva muscular) de Trichinella spiralis. Sin
embargo, a pesar de que estos compuestos tienen actividad contra la fase muscular del
parésito, este tipo de ensayo no considera el proceso de absorcién de los compuestos, que
como se menciond anteriormente, es uno de los factores importantes para que se manifieste

una mejor eficiencia en su actividad sistémica.

Considerando lo anterior, resulté de interés determinar la permeabilidad aparente de los
compuestos 8 y 16 empleando las células Caco-2. Ademss, con la finalidad de realizar
estudios de estructura-permeabilidad, actividad biologica y propiedades fisicoquimicas se
incluyeron los compuestos 4 y 12 que al igual que el 8 y 16, tienen en posicién 2 un grupo
metiltio y en el caso del compuesto 4 no tiene sustituyentes C! en las posiciones 5 y 6, a
diferencia del 12 que tiene Cl en posicion 6.

Con respecto a las propiedades fisicoquimicas determinadas para esta serie de compuestos,
se observé que con la adicién de los radicales cloro al anillo, se incrementan los valores de

algunas propiedades quimicas de los compuestos, como el punto de fusion y ia
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liposolubilidad representada por el logP calculado y el logD determinado (Tablas 8, 9 y
figura 22). Algunos autores como Wils y cols. (1994} y Testa y cols. (1996), han reportado
este mismo comportamiento, en el cual la introduccién de grupos funcionales como el
Cloro, Yodo y Fltor incrementan la lipofilicidad de una molécula. Estos autores sugieren
ademés, que en compuestos con LogD mayores de 3.5, el coeficiente de permeabilidad

disminuye con el incremento en la lipofilicidad.

A este respecto, el logD del compuesto 16 y del albendazol fue mayor de 3.5 (3.99 y 3.66
respectivamente), sugiriendo que su coeficiente de permeabilidad serfa bajo. Por otro lado,
el mebendazol tienen una liposolubilidad baja, en comparacién con los compuestos

sintetizados en la Facultad de Quimica.

Los compuestos 8 y 12 tienen caracteristicas similares, esto se debe a que son compuestos
en los cuales, la principal diferencia entre ellos radica en la posicién del sustituyente cloro.
El compuesto 8 lo presenta en la posicién 5 y el compuesto 12 lo presenta en la posicion 6,
ambos compuestos tienen en las posiciones contrarias un grupo hidrégeno, teniendo valores
de logD similares (3.04 y 3.01 respectivamente). El compuesto 4 que no tiene sustituyente

Cl y el mebendazol tuvieron los valores de logD mds bajos (2.07 y 2.23 respectivamente).

Con respecto a la determinacién del coeficiente de permeabilidad aparente, todos los
compuestos se absorben en mayor cantidad que los bencimidazoles comerciales,
albendazol y mebendazol. Por otro lado, de los derivados del bencimidazol sintetizados, el
compuesto con mejor coeficiente de permeabilidad es el compuesto 16, (9.56 x 107

cm/seg) sugiriendo que se puede absorber en mejor cantidad que los otros compuestos.

A pesar de que, se ha sugerido que compuestos con LogD mayor de 3.5 disminuyen su
Papp, en el compuesto 16 no se observé en este estudio esta correlacién. Esto puede
deberse a que la lipofilicidad no es un factor aislado, ya que depende del balance de fuerzas
inter e intramoleculares. La lipofilicidad es un pardmetro farmacocinético, que se calcula
como logP, el cual es s6lo vélido para una entidad quimica simple y por otro lado, el

coeficiente de distribucion se refiere a una mezcla de especies quimicas las cuales
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generalmente dependen del pH. Por lo cual, es necesario determinar el efecto del cambio de
pH sobre las moléculas, que puedan provocar protonacion de estas, principalmente en el
nitrégeno de la posicién 3 del anillo. Lo cual implicaria que compuestos que se encuentren
protonados a pH fisiolégico no pueden atravesar la monocapa celular, por via paracelular

(entre células, por difusién simple).

Es importante considerar que la absorcién de un compuesto involucra diversas etapas como
son: la liberacién del compuesto de su forma farmacéutica, la disolucién en el fluido
intestinal, la interaccién del compuesto con las enzimas y microorganismos intestinales, el
paso a través de la membrana gastrointestinal, el efecto de primer paso y la recirculacién
enterohepética. Ademds, la membrana gastrointestinal, est4 compuesta de una capa de
mucus, por grupos de células en forma estratificada y por células formando criptas
intestinales, las cuales, incrementan el drea de absorcion para los compuestos. Por lo que,
en ¢l caso de la linea celular Caco-2, es posible que el Papp calculado en este estudio para

los diferentes compuestos puede estar sobrestimado.

Por otro lado, algunos autores como Yee (1997) reportan que el coeficiente de
permeabilidad de los compuestos se pueden correlacionar con la permeabilidad en humanos

de la siguiente manera:

Compuestos con un Papp < 0.1 x10% cm/seg son compuestos que se absorben pobremente
(0 — 20%).

Compuestos con un Papp entre 0.1 y 1 x10° cm/seg son compuestos que se absorben
moderadamente (20 - 70%).

Compuestos con un Papp > 1 x10° cmv/seg son compuestos que se absorben bien (70 —
100%).

Esto ubica a los compuestos sintetizados y al mebendazol, en compuestos que se absorben
bien entre un 70 y un 100%, en el caso del albendazol este queda en los compuestos que se
absorben moderadamente (20-70%). Esto implicarfa que en el caso de todos los

compuestos excepto el albendazol, la permeabilidad a través de la capa celular, no es el
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proceso limitante en su absorcién y que ésta depende de otros factores, como su
solubilidad.

En la clinica los compuestos albendazol y mebendazol, se emplean como antiparasitarios
de amplio espectro. El albendazol se disefi6 con la finalidad de mejorar algunas
caracteristicas fisicoquimicas del mebendazol, entre ellas su solubilidad. El albendazol se
absorbe 20 veces més que el mebendazol y es efectivo contra diversos pardsitos de
ubicacién tisular; sin embargo, es muy poco soluble en agua. En este estudio se determin
que ¢l mebendazol es un compuesto que tienen una mejor permeabilidad que el
albendazol (Papp 5.15 y 0.84 x 10® cnv/seg respectivamente). Lo anterior sugiere, que el
mebendazol es un compuesto, donde la permeabilidad a través de la linea celular, no es el
paso limitante en la biodisponibilidad, en este caso es su solubilidad acuosa su principal

limitante.

Esto nos permite sugerir que en los compuestos con anillo bencimidazol, se necesitan
obtener datos no sblo de permeabilidad sino de solubilidad, metabolismo en el tracto
gastrointestinal y en el higado, durante el primer paso de la molécula.

Adems, es importante considerar que aunque el modelo de la monocapa de la linea celular
Caco-2 nos proporciona informacién acerca de la permeabilidad de diferentes compuestos
no cuenta con todas las capas fisioldgicas de la membrana gastrointestinal, por lo que es
posible que los bencimidazoles interactuen de forma significativa con alguno o algunos
componentes de la membrana gastrointestinal de los cuales depende finalmente su
permeabilidad. Esta interaccién puede provocar en el caso del mebendazol una
disminucién de la cantidad de formaco que se absorbe a través de la membrana. Ademas, se

tiene que tomar en cuenta que en el presente estudio todos los compuestos se probaron a

una concentracién de 50 uM, en donde todos los compuestos se encontraban totalmente

solubles, ademas de no precipitarse al pH que se empleé. Lo cual ¢s un caso ideal, en donde

no se llega a ningtin proceso de saturacién del sistema.
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ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
Con respecto al albendazol, este compuesto se ha comprobado que se biotransforma en el
intestino a sulfé6xido de albendazol, este metabolito es mAs soluble y lipofilico que el
albendazol, por lo cual in vivo puede tener una mejor absorcién que el mebendazol. Por

otro lado, no se ha podido cuantificar albendazol en plasma de humano, lo cual indica un

gran metabolismo intestinal y de primer paso en el higado.

Por otro lado, con la finalidad de determinar si existe algiin mecanismo de transporte
diferente, a la difusién simple, involucrado en el transporte de estos compuestos a través de
la linea celular Caco-2, se determind la relacion entre el Papp calculado entre las dos
cinéticas (B-A/A-B). Se considera que si existe una relacién de mas de tres magnitudes, en
la cinética de transporte de los compuestos, entonces existe un mecanismo de transporte en
la absorcién de los compuestos. En otras palabras, si B-A/A-B = 3 entonces existe un
proceso de reflujo del compuesto a través de la linea celular, provocado por alguno de los
transportadores existentes en la membrana basolateral de la linea celular. Ademas, si A-
B/B-A = 3 entonces existe un proceso de transporte activo, involucrado en el transporte del
compuesto hacia el lado basolateral de la linea celular Caco-2, provocado por algin
transportador localizado en la membrana apical de las células.

Con respecto a lo anterior, se determin6 que los valores obtenidos de A-B/B-A (Tabla 24)
fueron menores a 3, por lo que no existe ninglin proceso de transporte activo involucrado en
la absorcién de ninguno de los compuestos analizados, incluyendo al albendazol y al
mebendazol. Lo cual indica que los productos se absorben por un proceso de difusién
pasivo, lo cual se relaciona con lo reportado por Prieto y cols. (1991) y Jung y cols. (1998)

para el caso del albendazol.

Por 1ltimo, considerando los resultados de actividad antihelmintica, es interesante resaltar
que en el caso de los derivados del 1-metilbencimidazol los compuestos 8 y 16 que
presentaron mayor actividad in vitro tuvieron una mejor actividad in vivo, siendo el
compuesto 16 de mejor actividad. Sin embargo, en cuanto a la poca relacién entre el
coeficiente de permeabilidad aparente y la actividad biol6gica in vivo de los compuestos 4,

8, 12, 16 y albendazol es posible que se deba, como ya se ha mencionado, a la
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sobrevaloracion del Papp en el modelo de Caco-2, considerdndose que existen otros
factores en el epitelio intestinal que afecten su permeabilidad, que en determinado
momento afecte mas a los compuestos 8 y 16 que al albendazol. Como se mencioné con
anterioridad, los compuestos 8 y 12 tienen caracteristicas similares, esto se debe a que son
compuestos en los cuales, la principal diferencia entre ellos radica en la posicién del
sustituyente cloro, Estos dos compuestos tienen valores de logD y de Papp similares, sin
embargo su actividad biolégica es diferente. Esta diferencia pudiera deberse principalmente
al hecho de que el compuesto 12 no tiene en la posicién 5 un sustituyente, lo cual en
compuestos bencimidazélicos se ha sugerido que permite un metabolismo de primer paso
activo (Rapsén, 1983). Ademss, el albendazol tiene una mayor actividad antihelmintica,

aln a concentraciones bajas en plasma.

Lo anterior indica que, para poder predecir o determinar la posible biodispenibilidad de un
compuesto es necesario realizar, ademés de ensayos de permeabilidad, estudios de
metabolismo intestinal y hepatica; asi como, la interaccién de los compuestos con los
diferentes componentes del tracto gastrointestinal. Es importante considerar que existen
factores biolégicos ademés, de la barrera gastrointestinal, como la velocidad de
vaciamiento gistrico, la motilidad intestinal y la composicién del lumen intestinal, que
determinan si un compuesto tiene actividad extraintestinal (Raoof y cols., 1997; Hochman y
cols., 1998).
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CONCLUSIONES

Los resultados muestran que existe una relacion directa entre el mimero de grupos cloro
presentes en las moléculas sintetizadas y un incremento del Papp y de la
liposolubilidad.

Los compuestos evaluados derivados del 1-metilbencimidazol, tienen un coeficiente de
permeabilidad aparcﬁte mejor que ¢l albendazol y el mebendazol.

El transporte tanto de los compuestos 4, 8, 12 y 16, como del albendazol y el
mebendazol, a través de la linea celular Caco-2 se lleva a cabo por un mecanismo de
difusion.

Los compuestos 4, 8, 12 y 16 son mas permeables que el albendazol, Sin embargo, no
tienen mejor actividad antihelmintica que el albendazol contra la fase sistémica de 7.
spiralis.

Aunado a la permeabilidad existen otros factores como el metabolismo, la disolucién, la
hidrosolubilidad y liposolubilidad y la uni6n de las moléculas a sitios intra y
extracelulares, entre otros, que determinan el que un compuesto pueda tener actividad

antiparasitaria en el mbito sistémico.
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ANEXO

Procedimiento de disociacion celular

. Precalentar todos los reactivos en un bafto maria a 37°C.

. Aspirar todo el medio de cultivo de la caja.

3. Adiciopar aproximadamente 20 mL de amortiguador de fosfatos salino libre de

calcio y magnesio. Dejar por 5 minutos a temperatura ambiente.

. Quitar el amortiguador y adicionar 5 mL de solucién de tripsina (0.25% piv) ¥y
EDTA (1mM) y agitar suavemente.

. Remover 3 mL de la solucién de tripsina.

. Incubar la caja de cultivo a 37°C por 5 minutos. Golpear suavemente la caja con la
mano para asegurar que todas las células se liberaron.

. Colocar la caja en posicion vertical y adicionar 10 mL de medio de cuitivo completo
para neutralizar la tripsina.

. Pipetear continuamente para disociar posibles grumos que se forman entre las
células.

. Transferir el medio de cultivo y las células a un tubo conico de 15 mL y centrifugar
a 2400 rpm por 3 minutos.

10. Eliminar el sobrenadante y resuspender en medio de cultivo completo.

11. Contar y resembrar.
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