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1. INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias tanto las protozoosis como las helmintiosis,
siguen siendo un problema de salud publica en nuestro pais y en muchas partes del
mundo, especialmente en paises en vias de desarrollo. Las infecciones por estos
parasitos ocupan uno de los primeros lugares como causa de morbilidad y afectan
principalmente a la poblacion infantil (1),

La mayor parte de las helmintiosis se circunscriben a la fuz intestinal; sin
embargo, algunas de ellas tienen diseminacién sistematica y se alojan en diversos
tejidos. Ejemplos de estas parasitosis son la fasciolosis, la cisticercosis y la
trichinellosis, las cuales provocan en el hombre enfermedades que pueden llegar a ser
graves e incluso fatales (2).

Con respecto al tratamiento de las helmintiosis, los bencimidazol carbamatos y
en especial el albendazol son los farmacos més ampliamente usados. A pesar de su uso
generalizado, la eficacia de estos compuestos a nivel sistémico se ve limitada por su
insolubilidad en agua lo que ocasiona poca absorcién intestinal asi como bajas y
erraticas conceniraciones en plasma y poca biodisponibilidad en tejidos (3,4,5,6).

Cuando un agente antiparasitario es administrado por via oral, para poder ejercer
un efecto terapeutico a nivel sistémico se necesita que las moléculas del farmaco
difundan a través de una barrera fisioldgica (membrana gastrointestinal) desde el sitio
en que se depositd el medicamento hacia la sangre, a este fendmeno se le conoce como
absorcién y es un proceso complicado pues depende no solo de la liberacion de la
substancia, sino también de las propiedades f{isicoquimicas del fArmaco como son: pKa,
peso molecular, coeficiente de particion, solubilidad, entre otras (7). Sin embargo, el
hecho de que un farmaco sea absorbido no implica que ya esté disponible, pues existen
otros procesos (unién a proteinas, metabolismo hepatico, unidn a tejidos, etc) que
pueden determinar su biodisponibilidad.

Debido a la importancia del proceso de absorcion en la biodisponibilidad de los
farmacos que se administran por via oral, su determinacién se ha convertido en parte
importante de la preformulacion y seleccion de nuevas entidades farmacetticas (8). En
consecuencia, se han desarrollado una gran variedad de métodos in vivo, in situ e in
vitro para determinar la absorcion intestinal: saco intestinal invertido, anillos
intestinales, vesiculas de la membrana del borde en cepillo, células mucosales aisiadas,
circuitos intestinales, son ejemplos de ellos. Sin embargo, cada sistema carece de
versatilidad y/o viabilidad necesarias para imitar el comportamiento intacto de la
mucosa intestinal (9).

La absorcidn de un farmaco a partir de una forma de dosificacion oral depende
entre otras cosas de su permeabilidad a través de la membrana gastrointestinal y en
particular a través de la capa de células epiteliales, por ello, se ha considerado la
posibilidad de usar monocapas de células del epitelio intestinal para estudiar la
absorcién pasiva de los farmacos in vitro (10).

Para ello, se dispone de la linea celular Caco-2, originaria de un carcinoma
colorectal humano que a diferencia de otras lineas celulares del mismo origen se
diferencia espontanea y permanentemente en monocapas de enterocitos polarizados bajo
condiciones de cultivo celular convencionales. Después de 2 o 3 semanas en cultivo, las
monocapas expresan varias hidrolasas del borde en cepillo y han desarrollado complejos
de unién. Las monocapas tienen una rtesistencia eléctrica transepitelial de



aproximadamente 300Q) x c¢m” similar a la del intestino grueso (10). Varios sistemas de
transporte intestinal para diferentes moléculas como: aminodcidos neutros grandes,
acidos biliares, cobalamina y dipéptidos, han sido identificados empleando Ia linea
Caco-2 (10).

Por todo esto, ademas de su simplicidad comparada con los estudios in vive ¢ in
situ y por la buena correlacion que ha sido mostrada entre los valores de coeficiente de
permeabilidad aparente (Papp) y la absorcion intestinal en humanos en varios estudios
realizados (10,11,12), Caco-2 representa un modelo apropiado de sistéma in vitro para
investigar la permeabilidad a través del epitelio del intestino delgado de nuevas
entidades farmacetticas y presuponer su absorcion in vivo.

Como se mencioné anteriormente, el albendazol es un firmaco de amplio
espectro de accién antihelmintica, cuya efectividad se ve limitada en infecciones
sistémicas por su baja solubilidad y biodisponibilidad. Con la finalidad de disponer de
farmacos con amplio espectro de accidn antiparasitaria pero con mejores caracteristicas
de solubilidad que el albendazol se sintetizaron una nueva serie de moléculas derivadas
del 1-metilbencimidazol. La actividad antihelmintica de los l-metilbencimidazoles se
evalud contra la fase enteral y parenteral del parésito Trichinella spiralis (T. spiralis),
mediante el método in vitro del MTT (sal de tetrazolio que se reduce a formazan ante la
presencia de un agente reductor tal como las enzimas deshidrogenasas de células
viables. La intensidad del color plrpura del formazan se puede medir
espectrofotometricamente, presentandose una buena correlacion entre el nimero de
células viables y la densidad dptica). En este ensayo se demostro que los compuestos 1-
metilbencimidazol clorados en posicion 5 y 6, fueron particularmente efectivos contra la
fase parenteral del parasito (6).

En base a estos resultados, fue de interés medir directamente la permeablhdad
intestinal de 3 compuestos nuevos derivados del 1-metilbencimidazol con sustituyente
cloro en posicion 5 y 6 del anillo bencimidazélico y del albendazol como compuesto de
referencia, empleando a Caco-2 como modelo bioldgico in vitro.
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II. JUSTIFICACION

Con la finalidad de contar con farmacos de mayor solubilidad vy
biodisponibilidad que los bencimidazol carbamatos (en particular el albendazol)
efectivos contra parasitosis intestinales y extraintestinales se disefiaron 4 series de
compuestos derivados del 1-metilbencimidazol. Estos compuestos conservan €l nucleo
del bencimidazol y presentan un grupo metilo en posicién 1, el cual ancla a la molécula
y evita la formacién de tautémeros, permitiendo realizar sustituciones en posicion 5 y/o
6. En posicidn 2 se encuentran grupos isostéricos como son el NH;, CHj, SH y SCH;
(Tabla 2).

Los resultados in vitro de la actividad biologica de estos compuestos mostraron
que los compuestos de la serie D (diclorados en posicion 5 y 6) fueron particularmente
efectivos contra la larva muscular de Trichinella spiralis (fase parenteral), teniendo una
actividad biologica semejante a la del albendazol.

- Debido a que la eficacia de un compuesto contra parasitosis sistémicas, depende
no tnicamente de su solubilidad, sino ademds de su capacidad de absorcidn, lo cual se
vera reflejado en una mayor biodisponibilidad, resulta de interés determinar Ila
permeabilidad aparente de los compuestos diclorados derivados del I-
metilbencimidazol (compuestos 13, 14 y 15 el compuesto 16 ya fue evaluado)
empleando como modelo in vitro a la linea celular Caco-2. Esta determinacion permitira
realizar una seleccién de los compuestos para su posterior evaluacion in vivo.
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ILOBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el Coeficiente de Permeabilidad Aparente (Papp) de los compuestos
diclorados 13, 14 y 15 derivados del I-metilbencimidazol y del aibendazol como
compuesto de referencia, empleando como modelo biologico in vitro a la linea celular
Caco-2 y su correlacidon con el coeficiente de distribucion (log D).

OBJETIVOS PARTICULARES

s Validar el método analitico (HPLC) para ia cuantificacién de los compuestos
diclorados y del albendazol.

e Determinar el coeficiente de distribucion (log D) de los compuestos diclorados 13,
14 y 15 y del albendazol.

¢ Determinar el coeficiente de permeabilidad aparente de los compuestos 13, 14 y 15
y el albendazol utilizando a la linea celular Caco-2.

¢ Determinar la correlacion entre el coeficiente de permeabilidad aparente y el
coeficiente de distribucion de los compuestos 13, 14, 15 y albendazol.

IV. HIPOTESIS

El coeficiente de permeabilidad aparente de los compuestos diclorados derivados
del 1-metilbencimidazol serd mayor que el coeficiente de permeabilidad aparente del
albendazol.
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V. ANTECEDENTES

Cuando un medicamento se administra por una via distinta de la intravenosa sera
necesario que el principio activo sufra un proceso de absorcion antes de llegar a la
circulacion sistémica y ejerza su efecto terapetitico en el sitio donde se requiere su
accion. .

Los farmacos cominmente son administrados por la via oral, de manera que el
tracto gastrointestinal juega un papel importante en la velocidad y grado de absorcién de
un farmaco.

La barrera gastrointestinal que separa el lumen del estdmago e intestinos de la
circulacidén sistémica y los sitios de accion del farmaco es una estructura compleja
compuesta de lipidos, proteinas, lipoproteinas y polisacéridos. La barrera tiene las
caracteristicas de una membrana semipermeable, permitiendo el rapido acceso de
algunas sustancias, mientras que retarda o previene el paso de otras.

Las moléculas solubles en lipidos, asi como pequefias moléculas hidrofilicas y
iones se absorben facilmente a partir del tracto gastrointestinal en una forma
aparentemente pasiva. Ciertas moléculas polares de mayor tamafio con pesos
moleculares hasta de varios cientos también se absorben pero de manera que sugiere la
participacién activa de componentes de la membrana. Por consiguiente, la membrana
biolégica puede ser vista como un tamiz lipoideo dinamico, una membrana lipoidea
semipermeable conteniendo numerosos poros acuosos o canales, y una multitud de
moléculas acarreadoras.

Las moléculas solubles en lipidos penetran la membrana directamente a través
de ia porcioén lipoproteica. Los poros acuosos dan a las membranas epiteliales libre
permeabilidad al agua, a iones monovalentes y a solutos hidrofilicos de tamafio
molecular pequefioc como la urea. Los acarreadores en la membrana transportan
sustancias solubles en agua a través de los lipidos, quiza interactuando con el soluto
para darle temporalmente solubilidad en las grasas.

El transporte de fairmacos y otras sustancias directamente a través de los lipidos
o canales acuosos es [lamado difusion pasiva. La transferencia de moléculas polares
mediada por acarreadores es llamada difusién facilitada o, en algunos casos, transporte
activo.

La inmensa mayoria de los medicamentos de uso clinico son administrados
oralmente y deben cruzar esta barrera antes de alcanzar la circulacién sistémica. y
gjercer su efecto terapetitico en el sitio donde se requiere su accidon. De aqui que las
caracteristicas de la barrera gastrointestinal son de considerable importancia en
biofarmacia (13).



1. Fisiologia Gastrointestinal.

Los principales componentes del tracto gastrointestinal son: el estémago, el
intestino delgado y el intestino grueso o colon (13).

Estomago.

La superficie del estomago es bastante limitada porque carece de
microvellosidades; ademas, las uniones entre las células epiteliales son firmes esto hace
que ¢l estomago sea un Organo de escasa absorcién. Sin embargo, y a pesar de las
caracteristicas antes mencionadas ciertos medicamentos (especialmente dcidos débiles)
se absorben bien en esta regién. Asi mismo, cantidades limitadas de algunas substancias
muy liposolubles como el alcohol pueden absorberse en pequefias cantidades (14,15).

Intestino grueso o colon.

La superficie del colon al igual que la del estomago es bastante limitada porque
carece de plieges circulares y vellosidades, de manera tal que la mucosa tiene un
aspecto liso; sus criptas tienen un mayor ntimero de células caliciformes, en estas criptas
al igual que en el resto del intestino hay una intensa actividad mitdtica que permite la
renovacion del epitelio en pocos dias. Ademads, ia union entre las células del epitelio del
intestino grueso son mucho mas apretadas que las del intestino delgado.

El intestino grueso funciona como una zona de absorcion para medicamentos
que son tan lentamente absorbidos que una porcion considerable de la dosis es capaz de
sobrepasar el estomago e intestino delgado. Ademads, tiene gran capacidad para absorber
activamente iones sodio; el potencial eléctrico creado por la absorcion del sedio también
provoca ia absorcién de cloruro. El colon también puede servir como zona de absorcion
para medicamentos administrados en formas retardadas (14, 15, 16).

Intestino delgado.

El intestino delgado es el sitio mas importante para la absorcién pasiva de los
farmacos en el tracto gastrointestinal. La superficie de la mucosa donde la absorcién
puede tener lugar en el intestino delgado es extraordinariamente grande debido a la
presencia de microvellosidades que aumentan casi tres veces la superficie de absorcién
de las células epiteliales. En consecuencia la superficie total de absorcion es de unos
250m*. El intestino delgado es también la regién mas importante del tracto
gastrointestinal con respecto al transporte mediado por acarreadores.

La funcién absortiva del intestino delgado corre a cargo de las vellosidades
intestinales y especificamente de los enterocitos (13, 14, 16).

Vellosidades Intestinales.

Las vellosidades intestinales son mintsculas prolongaciones digitiformes de la
mucosa intestinal que se proyectan hacia la luz; estdn formadas por una capa de células
denominadas enterocitos, lo que hace mas eficiente su funcidn absortiva. Ademas, la
vellosidad contiene una porcidén central que es continuacién de la [dmina propia de



tejido conjuntivo. En la lamina propia corren los vasos sanguineos arteriales y venosos
(sistema vascular) para la absorciéon de i{quidos y substancias disueltas para ser
transportadas a la vena porta. Los linfaticos que drenan a las vellosidades son
abundantes y confluyen a un vaso central llamado quilifero, el cual permite la absorcidn
hacia los linféticos.

Entre las vellosidades estdn las criptas de Lieberkithn que son glandulas
tubulares; su epitelio tiene células cilindricas bajas, células caliciformes (secretoras de
moco), células Paneth (secretan lisosima y anticuerpos) y células argentafines (secretan
hormonas gastrointestinales). En el fondo de las criptas se pueden ver muchas de las
células epiteliales en proceso de mitosis y en las puntas de las vellosidades las células
que son descamadas a la luz intestinal. La funcidn principal de las glandulas intestinales
es servir a la constante reposicion de células epiteliales para las vellosidades. En la
figura 1 se presenta la organizacion estructural y funcional de una vellosidad intestinal
(16,17).
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Figura 1. Organizacion estructural de una vellosidad intestinal




Células epiteliales (enterocitos).

Los enterocitos son células cilindricas que poseen una membrana plasmatica
lipidica; su extremo libre adyacente a la luz del intestino (porcidn apical) estd
constituido por microvellosidades de la membrana plasmatica que reciben el nombre de
borde en cepillo y que contienen enzimas digestivas que terminan el proceso de
digestion y facilitan la absorcidén. Ademds, entre los enterocitos se encuentran las
células caliciformes productoras de moco. Cerca del borde en cepillo de la célula
epitelial se encuentran muchas mitocondrias que suministran a la célula la energia
oxidativa necesaria para el transporte activo de substancias a través del epitelio
intestinal.

Cada célula epitelial estd unida a su vecina cerca de la superficie apical por
estructuras conocidas como uniones estrechas. Las células epiteliales sirven como
barrera entre los compartimentos luminal y tisular de manera que son la principal
barrera para la absorcién de los farmacos administrados oralmente (Figura 2) (14, 16,
18).
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Organizacion de la pared intestinal.

La pared intestinal consiste de 4 capas: la mucosa, la submucosa, la muscularis
propia y una capa serosa o adventita. La mucosa consiste del epitelio superficial, una
capa subyacente de tejido conectivo ancho que contiene nervios y vasos (lamina propia)
y una capa delgada de musculo liso (mucosa muscularis). La mucosa también contiene
un arreglo de linfocitos, macrofagos v en estados de enfermedad, leucocitos
polimorfonucleares, todos estos constituyentes son capaces de regular la funcidn
epitelial. La mucosa es soportada por una capa subyacente de tejido fibroconectivo
llamada submucosa. La submucosa contiene nervios, vasos linfaticos, que llegan a la
mucosa . La submucosa, descansa sobre la muscularis propia, la cual estd compuesta de
dos, y algunas veces de tres capas. En muchos casos, los Organos estéan revestidos por
una delicada capa de tejido fibrograso, la cual soporta una capa continua de células
mesoteliales (serosa).En la figura 3 se describe esquematicamente a los componentes de
la pared intestinal (18).
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2. Barreras Epiteliales.

Las barreras epiteliales se dividen en dos categorias principales: las Barreras
Extrinsecas y las Barreras Intrinsecas (Figura 4).
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Transcelular Paracelular
Figura 4. Barreras del epitelio intestinal

1. Barreras Extrinsecas.

A continuacion se presentan algunos de los factores biologicos que influyen en
la absorcitn de los farmacos.

Moco (Mucina)

Las superficies mucosas del estémago y del intestino estdn cubiertas por una fina
capa de un muco-polisacdrido viscoso denominado mucina. La alta viscosidad de la
mucing sugiere, que puede actuar como una barrera de difusién para la absorcion, y por
ello disminuir la velocidad de la absorcidn. La mucina también es capaz de interactuar
con ciertos medicamentos e inhibir su absorcion. Amplias investigaciones han
demostrado que el mucus intestinal inhibe la absorcion de compuestos de amonio
cuaternario por formacién de complejos no absorbibles (15).

Capa No Agitada: Una Barrera de Significado Fisiolégico Desconocido.

El contenido luminal del tracto gastrointestinal es principalmente agua y, por lo
tanto, representa una “fase acuosa”. L.a absorcion dptima de un compuesto requiere mas
que su dispersion en los contenidos luminales, como puede ocurrir con la mezcla. El
farmaco debe estar disuelto en la fase acuosa. La velocidad de flujo de los contenidos
luminales disminuye cuando un farmaco se dirige a la superficie mucosal, formando una
capa acuosa estacionaria adyacente al borde microvelloso de los enterocitos, llamada la
“capa acuosa no agitada”. El grosor de la capa en el intestino delgado ha sido estimado
en varios cientos de micrometros (300-800wm). La capa no agitada, es particularmente



importante para firmacos que penetran la barrera rapidamente, que estan disueltos en la
fase acuosa y difunden pasivamente a través de esta capa. Debido al movimiento
propulsivo del tracto intestinal, el lumen puede ser més que turbulento, lo cual resulta
en la mezcla de los contenidos Juminales y tiende a destruir la capa de agua no agitada.
Por otro lado, el tracto gastrointestinal contiene una capa de moco que légicamente
impide Ja mezcla y promueve el mantenimiento de la capa de agua no agitada. Ei efecto
de esta capa en la absorcion de moléculas con coeficientes de permeabilidad de varios
ordenes de magnitud menores en agua que a través de membranas lipidicas, debe de
considerarse (18).

pH gastrointestinal.

El pH en el sitio de absorcidn es un factor importante en la absorcién del
farmaco debido a que muchos farmacos son acidos o bases débiles orgénicos. En
solucidn existen electrolitos organicos en forma no ionizada (usualmente liposoluble} y
ionizada (usualmente pobremente soluble en lipidos). La fraccion de cada especie
depende del pH de la solucién. Ya que la barrera gastrointestinal es mucho maés
permeable a solutos no cargados solubles en lipidos, un farmaco puede ser bien
absorbido a partir de un segmento del tracto gastrointestinal, donde existe un pH
favorable. La absorcién de farmacos débilmente bésicos se favorece en el intestino
delgado donde existen ampliamente en la forma no ionizada. Por otro lado, los fluidos
gastricos acidos tienden a retardar la absorcién de bases débiles pero promueve la
absorcion de farmacos débilmente dcidos. Los cambios en el pH de los fluidos en un
segmento dado del tracto pueden mejorar o impedir {a absorcién de un farmaco.

El pH dei fluido gastrico varia considerablemente: el ayuno tiende a disminuir el
pH de los fluidos gastricos. La enfermedad también puede influenciar el pH dei
estdmago. Algunos farmacos también pueden modificar el pH, tal es el caso de los
antiacidos que son ampliamente usados para neutralizar la acidez gastrica y elevar el pH
de los contenidos gastricos. Los cambios en el pH gastrico relacionados con enfermedad
o farmacos pueden influenciar la disolucién, estabilidad y/o absorcién de ciertos
farmacos (13, 19, 20).

Flujo Sanguineo Gastrointestinal.

La sangre que perfunde al tracto gastrointestinal juega un papel importante en la
absorcion del farmaco ya que continuamente mantiene el gradiente de concentracion a
través de la membrana epitelial. La dependencia de la absorcidn intestinal con la
velocidad de flujo sanguineo varia desde independiente a limitada. Moléculas polares
que son absorbidas lentamente no muestran dependencia del flujo sanguineo; la
absorcion de moléculas solubles en lipidos y moléculas que son pequefias y penetran
facilmente los poros acuosos es rapida y altamente dependiente de la velocidad de flujo
sanguineo. La velocidad de absorcion de muchos farmacos probablemente muestra una
dependencia intermedia de la velocidad de flujo sanguineo. La sangre que drena a la
gran parte del tracto gastrointestinal regresa a la circulacién sistémica por medio del
higado. Por lo tanto, la dosis total de un farmaco que es administrado oralmente y
completamente absorbida estd expuesta al higado antes de alcanzar la circulacion
sistémica. Como el higado es el drgano més importante en el cuerpo para el



metabolismo de los farmacos y metaboliza a algunos rapidamente, existe la posibilidad
de que una gran fraccién de la dosis nunca llegue a la circulacién sistémica debido al
metabolismo hepatico durante la absorcién. Este fendmeno se conoce como efecto de
primer paso hepatico y es responsable de la incompleta biodisponibilidad de muchos
farmacos administrados oralmente. El metabolismo de un farmaco durante el proceso de
absorcidn, por las enzimas que se encuentran en la pared intestinal también reduce su
biodisponibilidad (13, 20).

II. Barreras Intrinsecas: El Epitelio.

‘Los farmacos pueden pasar la barrera epitelial por alguna de dos rutas:

a. Paracelular: Esta ruta implica el movimiento de la substancia a través de los
espacios intercelulares y representa la principal via de acceso para muchos farmacos
hidrofilicos. No obstante, esta ruta ocupa un area superficial muy pequefia
comparada con la membrana celular de manera que su contribucién a la
permeabilidad total de la monocapa epitelial sélo es significante para farmacos que
son transportados lentamente a través de la membrana celular (compuestos que
tienen muy bajo coeficiente de particién de membrana) (18) (Figura 5).

b. Transcelular: Esta ruta implica el movimiento de la substancia a través de las
membranas celulares y representa la principal via de acceso para muchos farmacos
relativamente lipofilicos que se particionan rapidamente desde el fluido luminal
hacia las membranas celulares y que normalmente se absorben por completo desde
el tracto gastrointestinal (18) (Figura 5).
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1, Paracelular; 2. Difusién transcelular pasiva; 3, Transcitosis; 4, Captacién mediada por transportadores; 5, Eflujo
mediado por transportadores,

Figura 5. Rutas para el transporte a través de las barreras celulares



Ruta Paracelular: Una Ruta Principal Para La Permeacion Pasiva de Solutos.

Algunos farmacos clinicamente Utiles permanecen ionizados en todo el rango de
pH encontrado a lo largo del tracto gastrointestinal (son electrolitos fuertes). Para que
estos iones se absorban, deben atravesar la monocapa de enterocitos a través de espacios
en las uniones intercelulares. ( ruta paracelular ). Las uniones estrechas son la barrera
limitante que restringe el movimiento pasivo de solutos hidrofébicos através del espacio
paracelular. Sin embargo,las uniones estrechas no estdn perfectamente cerradas sino que
tienen varios grados de permeabilidad a iones dependiendo de la localizacién del
epitelio. Las uniones intercelulares en el intestino delgado son bastante permeables a los
iones comparadas con las presentes en el colon y otros tejidos. Estudios de las uniones
estrechas sugieren que los iones pasan a través de canales. En algunos casos, los
cationes parecen atravesar las uniones mas facilmente que aniones de tamafio idéntico,
sugiriendo que el area que rodea a las uniones estrechas posee una carga negativa.

Aunque muchos farmacos tienen didmetros menores que las dimensiones
estimadas de los canales de las uniones estrechas presentes en el intestino delgado, por
el hecho de estar ionizados se encuentran hidratados incrementdndose grandemente su
tamafio efectivo y limitando su acceso por la ruta paracelular. Por lo tanto, quiza
muchas moléculas ionizadas se absorben hacia el cuerpo atravesando la membrana
apical del enterocito y no por la ruta paracelular.

El movimiento del agua a través del epitelio gastrointestinal ocurre pasivamente
a través de la unién estrecha de acuerdo a un gradiente de concentracion; es decir, desde
una regién de mayor concentracién a una de menor concentracion.

El transporte pasivo es descrito por la primera ley de Fick's, la cual establece
que la velocidad de difusion a través de una membrana (dC/dt) es proporcional a la
diferencia en la concentracion del farmaco en cada lado de la membrana (AC), esto es:

-dC/dt =k AC =k(C| - Cy)

donde C; y C; son las concentraciones del farmaco en cada lado de la membrana y k es
una constante de proporcionalidad. Se asume que C;> C; y que hay transporte neto del
farmaco desde la regién 1 a la regidn 2. La constante de proporcionalidad incorpora el
coeficiente de difusion del farmaco, el grosor y area de la membrana biolégica y la
permeabilidad de la membrana para el farmaco especifico. La absorcion gastrointestinal
de un farmaco desde una solucidn acuosa requiere difusion en el lumen hacia la pared
intestinal v penetracion de la barrera epitelial a ios capilares de la circulacidn sistémica.
Una vez que emerge en la sangre, el firmaco se distribuye rdpidamente dentro de un
volumen aparente que usualmente es considerablemente mas grande que el volumen de
la sangre. Por lo tanto, durante la absorcién, la concentracion del farmaco en la sangre
sera mucho menor que en el sitio de absorcidon. En consecuencia, el gradiente de
concentracidn es aproximadamente igual a C y la ecuacién 1 puede ser escrita:

-dC/dt = kC)

fa cual es fa forma familiar de una ecuacion de velocidad de primer orden. La absorcién
gastrointestinal de muchos férmacos a partir de una seluciéon puede ser descrita por
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cinética de primer orden; la velocidad de absorcidn es proporcional a la concentracién
del farmaco a través de un amplio rango de concentracién indicando absorcién pasiva.

Ademés del agua, moléculas pequefias de peso molecular menor a 300 y
electrolitos que no son transportados activamente también se pueden mover a través de
la unién estrecha. Por io tanto, la unién estrecha, es ia ruta para el movimiento neto de
aquellas substancias que no son transportadas activamente para mantener el balance
osmotico y eléctrico.

En general, la permeabilidad de las uniones estrechas disminuye distalmente a
través del intestino. Por lo tanto el intestino superior es significantemente mads
permeable que el colon al movimiento pasivo de fluidos y electrolitos (18, 15, 21).

Ruta Transcelular: Una Ruta Altamente Restrictiva Para el Flujo Pasive de
Solutes.

Para difundir pasivamente a través de una célula, un i6n u otro soluto hidrofilico
debe interactuar con tres barreras en serie: la membrana apical, el citosol y la membrana
basolateral.

Todas las células epiteliales estan revestidas por una membrana plasmatica, que
es la principal barrera que aisla el interior celular del medio ambiente. Como otras
membranas bioldgicas, la membrana plasmaética consiste de una bicapa lipidica. Las
bicapas lipidicas restrigen severamente la permeacion de solutos hidrofilicos y tienden a
preservar [os gradientes ionicos transmembranas.

Las membranas biologicas (bicapas lipidicas mas proteinas de la membrana
integral) también tienen resistencias que son muy restrictivas al flujo pasivo de iones,
aunque menores que las bicapas del modelo lipidico (10° a 10* Q.cm?) El responsable
principal del movimiento idnico a través de las membranas bioldgicas parece ser debido
a las proteinas de la membrana integral, presumiblemente transportadores y canales. En
ausencia de rutas de transporte especifico, las membranas biolégicas intactas pueden ser
consideradas virtualmente impermeables a solutos hidrofilicos de 5 nm o mayor
tamafio. En contraste a los solutos hidrofilicos, las moléculas hidrof6bicas facilmente
permean la bicapa lipidica.

Otra barrera ademds de las dos membranas plasmaticas (apical y basolateral)
para restringir la permeacién pasiva transcelular es el citosol. Debido a que el citosol
tiene las caracteristicas de un gel hidratado, es probable que la resistencia proporcionada
por esta barrera es solo marginalmente mayor que la de la solucion libre

Hay grandes diferencias entre la composicién de las membranas apical y
basolateral de los enterocitos. Por ejemplo, la membrana apical es significantemente
menos fluida que la membrana basolateral. Los mecanismos invelucrados en la
migracion transcelular de los farmacos durante la absorcion no se conocen bien. La
captacion a partir del lumen puede involucrar la simple disolucién de farmacos solubles
en lipidos dentro de la membrana apical. Alternativamente, pueden existir poros en la
membrana apical que permiten el paso de moléculas pequefias hacia el enterocito.
Ademds, existen muchos mecanismos de transporte selectivo en la membrana apical que
pueden ser usados por los firmacos. Asi, tenemos que cierto nimero de compugstos de
interés terapettico se absorben por medio de un mecanismo de transporte activo; es
decir, por un proceso donde las sustancias pueden ser transportadas contra un gradiente
de concentracion; lo cual significa que la difusién ocurre desde una region de menor
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concentracion a una de mayor concentraciéon. Aun cuando el mecanismo de absorcién
activa no se ha dilucidado, pudiera ser que alguna molécula “portadora” (sea una
enzima o cualquier otro componente de la mucosa) fuese capaz de recoger una molécula
de soluto de la superficie de la membrana gastrointestinal, transportdndola a través de la
membrana y liberandela en la superficie serosa (zona sanguinea) de la membrana. El
portador entonces vuelve a la superficie de la mucosa para recoger a otra molécula de
soluto. Este dificil transporte ocurre solamente en la direccidon mucosa-serosa. Una
caracteristica de este proceso de transporte es que la cantidad de material portador esta
limitada. De manera que a determinada concentracién del medicamento en la zona de
absorcion, el sistema de transporte llega a ser saturado. La absorcidn activa tiene lugar a
una velocidad proporcional a la concentracion del medicamento, solamente hasta cierta
concentracidén. Despugs, la concentracidén es lo suficientemente alta para saturar el
sistema de transporte y el posterior aumento en la concentracién no ejercera efecto
sobre la velocidad de absorcion. La velocidad de absorcién de un producto que es
activamente transportado, tiene una dependencia lineal de la concentracidn, solamente a
concentraciones bajas. A concentraciones mds elevadas la pendiente de la curva
disminuye y se hace invariable con respecto a la concentracién. La regidn de la meseta
refleja la saturacién del mecanismo de transporte. .

Los diversos sistemas de transporte activo cuya existencia en el sistema
gastrointestinal se conocen parecen ser altamente especificos para una estructura
quimica en particular. Ademads de la especificidad estructural, existe un cierto grado de
especificidad de zona. También se ha observado la competicién entre dos solutos
simiiares para un mismo mecanismo de transporte, con la consiguiente inhibicidn de la
absorcién de uno o de ambos solutos. La inhibicidén de la absorcién activa también
puede ser producida por ciertos agentes no especificos.

Algunos sustratos y farmacos naturales se absorben por procesos simultaneos de
transporte activo y difusion pasiva. La contribucion de cada proceso a la absorcion total
varia con la con.entracidon. A bajas concentraciones del medicamento en la zona de
absorcién, el transporte activo tiene lugar generalmente a una velocidad mucho mayor
que la de la difusidn pasiva. La contribucion del proceso de la difusion pasiva llega a ser
importante, a concentraciones que sean lo suficientemente altas, como para saturar los
procesos de transporte activo.

Se ha mostrado que la membrana apical contiene sistemas de transporte que
aparentemente bombean hacia el lumen intestinal substancias que estan presentes en el
enterocito. Esto es posible por los mecanismos de transporte que trabajan en “reversa”.

Una vez que cruzan la membrana apical muchos farmacos parecen alcanzar la
superficie basolateral del enterocito por medio del citosol. Los dcidos débiles se
disocian después de atravesar la membrana apical como resultado del pH neutro del
citosol, y los iones resultantes pueden ser suficientemente solubles en agua para difundir
a la membrana basolateral. Sin embargo, los farmacos solubles en lipidos atraviesan el
enterocito, presumiblemente por su union a proteinas citosolicas solubles (18, 15, 21,
22).



3. Absorcion Gastrointestinal-Consideraciones Fisicoquimicas.

La absorcion de un farmaco estd influenciada por muchos factores fisioldgicos,
pero también depende de la solubilidad, tamafio de particula, lipofilicidad, pKa, etc.
Diferencias clinicamente significantes en la absorcién de farmacos estrechamente
relacionados, son el resultado de diferencias en las propiedades fisicoquimicas.

La constante de disociacion y solubilidad lipidica de un farmaco, asi como el pH
en el sitio de absorcién, determinan las caracteristicas de absorcidén de un farmaco a
partir de la solucidn. La interrelacion entre estos parametros es conocida como la teorfa
pH-particion de la absorcién del farmaco. Esta teoria se basa en el supuesto de que el
tracto gastrointestinal es una simple barrera de lipidos para el transporte de farmacos y
sustancias. Por consiguiente, la forma no ionizada de un farmaco acido o bésico, si es
suficientemente soluble en lipidos, es absorbida, pero la forma ionizada no lo es. Entre
mayor sea la fraccién de la forma no ionizada en un sitio de absorcidn especifico, la
absorcion serd mas répida. La velocidad de absorcidn estd relacionada con el coeficiente
de particién lipido/agua de un farmaco: los compuestos mds lipofilicos se absorberan
mas rapidamente (13, 23 ).

pka del féirmaco y pH gastrointestinal.

La fraccion de fdrmaco en solucién que existe en la forma no ionizada es
funcién de la constante de disociacién del farmaco y del pH de la solucion. La constante
de disociacion a menudo es expresada para acidos y bases como pka. La relacion entre
pH y pka, y el grado de ionizacidn es dada por la ecuacion de Henderson-Hasselbalch:

para un acido pka — pH = log(fu/fi)
para una base pka — pH = log(fi/fu)

donde fu y fi son las fracciones de las forma no ionizada y ionizada del farmaco
respectivamente.

Muchos fairmacos acidos estdn predominantemente no ionizados en el bajo pH
de los fluidos géstricos y pueden ser absorbidos a partir del estomago as{ como a partir
de los intestinos. El intervalo de pH encontrado en el tracto gastrointestinal desde el
estdmago al colon es alrededor de | a 8. Muchos 4cidos débiles (pka > 8) esencialmente
estan no ionizados a través del tracto gastrointestinal. La ionizacién de acidos débiles
con valores de pka oscilando desde 2.5 a 7.5 es sensible a cambios en el pH. Muchos
dcidos débiles en los fluidos del intestino delgado (pH 6.5) presentan una relacion
farmaco no ionizado/farmaco ionizado no favorable, no obstante, estos compuestos se
absorben bien en el intestino delgado. Una area superficial grande y un tiempo de
residencia relativamente largo en el intestino delgado son factores que contribuyen a su
absorcion, Estos factores minimizan la necesidad de tener una gran fraccion de la forma
no ionizada del farmaco en el intestino delgado. Los 4cidos fuertes estan ionizados a
través del tracto gastrointestinal y se absorben pobremente . Muchas bases débiles se
absorben pobremente en el estémago ya que estan ampliamente ionizadas a pH bajo. El
intervalo de pH de los intestinos desde el duodeno al colon es alrededor de 5 a 8.
Farmacos débilmente bésicos (pka < 5) esencialmente estan no ionizados a través de ios
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intestinos. Las bases fuertes estan ionizadas a través del tracto gastrointestinal y tienden
a ser pobremente absorbidas (13, 23).

Solubilidad lipidica.

La difusion a través de la fase lipidica de las membranas es la ruta maés
importante para la absorcién de los firmacos en el tracto gastrointestinal. Quiza, la
solubilidad en lipidos es la propiedad més importante para la evaluacién de la absorcion
de los farmacos. Ciertos farmacos se pueden absorber pobremente después de su
administracion oral atin cuando estén ampliamente no ionizados en el intestino delgado.
La baja solubilidad en lipidos de la molécula sin carga puede ser la razén. El papel
critico de la solubilidad lipidica en la absorcién del farmaco es una guia en el desarrollo
de farmacos.

Sin embargo, durante la absorcién a partir del lumen intestinal un farmaco tiene
que pasar ambos medios: el acuoso y el lipidico. Por lo tanto, el prerrequisito para que
un farmaco sea facilmente absorbido es una optima relacion entre la solubilidad en
{pidos y en agua més que solo solubilidad en iipidos. Un incremento en la solubilidad
ipidica mas alld de una relacion 6ptima no se acompafia por un incremento en la
velocidad de absorcién. El dicumarol por ejemplo, a pesar de su alta solubilidad en
lipidos se absorbe muy poco; la razén puede ser su muy baja solubilidad en agua.

Cuando al pasar una substancia por una membrana (soluble en lipidos), se
acumula dentro de la fase lipidica de ia membrana, esto influencia la cinética de
absorcién. La absorcién de una sustancia soluble en lipidos se puede describir en
términos de un proceso biexponencial mientras que la absorcidén de una sustancia
insoluble en lipidos, no acumulable sigue una funcién monoexponencial.

Por otro lado, la velocidad de permeaciéon de un fdrmaco que cruza la fase
lipidica de una membrana es menor cuando el nimero de grupos polares de una
molécula incrementa.

Composicion de la membrana; modelos de particion.

La velocidad de difusion depende del coeficiente de particion de la sustancia que
difunde entre el material de la membrana y el fluido de los alrededores. Por lo tanto, la
composicién lipidica de la membrana es un factor importante para la difusion. El
analisis de los lipidos a partir de las membranas microvellosas de la rata mostrd una
gran variedad de lipidos quimicamente diferentes. El coeficiente de particion de un
farmaco ha sido determinado usando modelos de sistemas de particién en los cuales los
lipidos de la membrana son remplazados por solventes organicos los cuales solo son
parcialmente miscibles con el agua. Sin embargo, no hay una clara correlacion entre el
coeficiente de particion y la velocidad de absorcidon. La correlacidén depende del
solvente organico seleccionado. Desafortunadamente, para evaluar la absorcion de los
firmacos en el intestino delgado ningln solvente orgamico especial puede ser
recomendado. En el caso de la determinacién de la absorcién de los farmacos a partir
del estdmago se recomienda la determinacion del coeficiente de particion entre ¢l agua e
hidrocarburos simples o clorados (éter de petroleo, benzeno, cloroformo, etc).

La falta de consistencia entre el coeficiente de particién y la velocidad de
absorcion puede ser explicada por el hecho de que los substitutos usados en los modelos
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de particién posiblemente son similares pero no son los mismos lipidos de la membrana
0 que un solvente inadecuado como cloroformo es usado cuyos productos de
degradacion pueden reaccionar rapidamente con bases orgdnicas. Sin embargo, es dificil
decidir st la inconsistencia solo es debida a las diferencias en las propiedades del
solvente organico y los lipidos de la membrana o si otros factores prevalecen y ocultan
la dependencia de la absorcion intestinal sobre la solubilidad lipidica de los farmacos.
Otra explicacidén puede ser el hecho de que el coeficiente de particién se refiere a un
estado de equilibrio, mientras que la absorcién del farmaco a partir del tracto
gastrointestinal es un proceso dindmico.

El resultado principal de esas consideraciones es que los estudios de particion
por si mismos predicen la absorcién del farmaco pobremente. La razon es obvia; el
epitelio mucosal puede tener algunas propiedades en comUn con una simple membrana
lipidica, pero estd compuesto de una monocapa de células las cuales en toda su longitud,
atn son “cajas negras” hasta el destino de los farmacos. La unién de los farmacos a
constituyentes celulares, (por ejemplo proteinas) y particién de los farmacos entre varios
compartimentos celulares puede interferir con los procesos de transferencia a través de
la membrana (24).

Estabilidad del Farmaco ¢ Hidrolisis en el Tracto Gastrointestinal.

La hidrolisis acida y enzimatica de los farmacos en el tracto gastrointestinal es
algunas veces la razon de la pobre biodisponibilidad. La hidrélisis e inactivacién de la
penicilina G en el estomago es un ejemplo. La vida media de degradacién de la
penicilina G es menor a 1 minuto a pH de 1 y alrededor de 9 minutos a pH de 2.

Cuando un farmaco es inestable en los liquidos 4cidos del estomago una rapida
disolucion puede reducir su biodisponibilidad fisioldgica. Sin embargo, ciertos
profarmacos deben ser hidrolizados ai fArmaco principal en los fluidos gastrointestinales
para producir el efecto clinico esperado. El clorazepato es convertido rdpidamente al
ansiolitico nordiazepam a pH bajo. El Gnico sitio para su conversion efectiva es el fluido
gastrico. La absorcién del profirmaco evita su total conversion al farmaco patron de
manera que si tiene algin efecto tranquilizador (profarmaco) este es minimo (13).



4. Métodos de estudio para la Investigacion de la Absorcién Intestinal.

Los métodos mas comtnmente usados y adecuados para estudiar la absorcién
intestinal de los farmacos se clasifican en dos grandes categorias: Métodos in vive y
Métodos in vitro.

I. Métodos in vivo.

Los métodos in vivo miden la aparicion de un agente dado en los
compartimentos corporales o fluidos especialmente sangre y orina después de la
administracién oral y/o miden la desaparicién de un agente dado a partir del tracto
gastrointestinal ‘ ‘

Los dos meétodos mas ampliamente usados en estudios con animales son
modificaciones de los métodos de perfusion y de asa cerrada . Aunque el método de
perfusion ha side usado en algunos estudios de absorcidn de farmacos en realidad tiene
algunas desventajas notables ya que es necesario contar con un equipo externo para
asegurar la circulacion o recirculacién del fluido de perfusién y mantener al animal y al
fluido calientes. Ademds, se requiere que el animal esté anestesiado; pero quizd el
inconveniente mas serio de esta técnica es que mide la desaparicion de un agente dado
a partir del tracto 'gastrointestinal considerando que el firmaco que desaparece es
totalmente absorbido, sin contemplar que parte del mismo se puede unir al tejido
intestinal, quedar atrapado en el interior celular, etc. Debido a que la absorcién es un
proceso de movimiento de una substancia desde el lumen del intestino hacia la sangre o
capilares linfaticos, serd necesario que en la técnica de perfusion se tome en cuenta la
cantidad del farmaco adsorbido en el tejido intestinal o contenido dentro de las paredes
del intestino para que se considere una medida real de la cantidad absorbida (25).

El método de asa cerrada reduce los problemas asociados con el método de
perfusién. Este método se puede aplicar en animales grandes y pequefios para lo cual se
requiere administrar intraperitonealmente un anestésico adecuade de accion larga .
Cuando se utilizan animales de mayor tamafio se requiere utilizar mezclas de
anestésicos, ademas del uso de un vaporizador convencional, Con un disefio apropiado
esta técnica puede ser usado para estudiar la velocidad, el grado asi como los
mecanismos de absorcién lo mds cercano a lo fisiologico. La orientacién anatomica
exacta es esencial ya que tnicamente los segmentos homélogos pueden ser comparados
; la variabilidad debida a los procedimientos experimentales puede ser minimizada
cuando la localizacién y el tamafio del segmento o segmentos intestinales son
cuidadosamente controlados. Ningin vaso sanguineo o linfatico principal debe ser
ocluido por las ligaduras. EI volumen de fluido introducido en el segmento intestinal
debe ser de acuerdo a la capacidad del segmento, ademds, debe ser suficiente para
permitir que toda la superficie de la mucosa esté en contacto con el fluido. La
concentracion de la sustancia que serd investigada puede cambiar considerablemente
durante el periodo de prueba debido a la absorcién de agua, particularmente en el caso
de la absorcion lenta de la sustancia. El farmaco bajo estudio debe ser administrado
dentro del segmento predeterminado sin puncionar la pared intestinal entre las ligaduras.

La cantidad de un farmaco que queda en una asa intestinal al final de un
experimento puede ser una medida de la cantidad total que se absorbe solo después de
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que ciertas precauciones adicionales han sido tomadas. Antes de iniciar los estudios de
absorcién se debe determinar que no existe perdida de la substancia de prueba como
resultado de interacciones enzimaticas o quimicas dentro del tejido intestinal. Al final
del experimento la cantidad del material de prueba que queda en el segmento intestinal
total (por ejemplo pared intestinal y eontenidos intraluminales) debe ser determinada
con el fin de establecer que la diferencia entre la dosis administrada y esta cantidad
representa la cantidad absorbida; cualquier farmaco contenido en el tejido intestinal no
se puede considerar como absorbido (25, 26).
La investigacién con segmentos intestinales cerrados tiene las siguientes
ventajas (13, 15):
I. La absorcidén puede ser investigada independientemente del tiempo de vaciamiento
estomacal o del tiempo de paso a través del intestino.
2. Es posible comparar diferentes secciones del tracto gastrointestinal.
3. Es posible, si es necesario, evitar o investigar interferencia de la circulacion entero-
hepética. )

11 Métodos in vitro.

La elaboracion de diversas técnicas in vitro ha aumentado considerablemente los
conocimientos sobre la absorcion intestinal en los Gltimos afios . En las investigaciones
in vitro las preparaciones no estan sujetas al flujo sanguineo, de manera que la situacion
llega a ser excepcionalmente clara y las muestras para el analisis son faciles de obtener.
Ademas, las preparaciones dependen del mantenimiento de su vitalidad para lo cual, en
muchos casos se les mantiene en contacto con un lHquido oxigenado de una composicion
adecuada. Ya que la medida de transporte solo se puede realizar cuando el soluto
permanece en su estado inicial a través de los procesos de transferencia, cualquier unién
del soluto a componentes tisulares puede ser una considerable fuente de error en los
métodos in vitro los cuales intentan definir mecanismos de transporte por técnicas de
acumulacion tisular o medida de la capacidad absortiva por transferencia desde el lado
mucosal al lado serosal. En el Gltimo tipo de estudio [a acumulacién del soluto asi como
del solvente dentro del tejido puede ser una fuente adicional de error conduciendo a
conclusiones inapropiadas. Las ventajas relativas de cada método surgen de su habilidad
para excluir ciertos factores que confunden, por ejemplo en el intestino aislado
despojado de las capas musculares se excluyen los efectos del flujo sanguineo y
motilidad; los enterocitos aisiados excluyen la influencia de péptidos o
neurotransmisores preexistentes y las membranas apicales o basolaterales purificadas
permiten la identificacion de rutas de transporte en cualquiera de los dos lados de la
membrana plasmaética. A continuacion se presentan las caracteristicas de los métodos in
vitro mas comunmente usados (25, 27).

Saco intestinal invertido.

Esta simple técnica permite la estimacidén a groso modo de las funciones
secretivas o absortivas. En este procedimiento pequefios segmentos del intestino son
evertidos, ocupados con un fluido y cerrados en ambos extremos; ademas, los
segmentos son suspendidos en la misma solucién que ocupa el interior del saco
intestinal. Esta eversién permite la adecuada oxigenacion de la superficie mucosal y
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elimina el elaborado aparato necesario para circular fluido a través del lumen. La
preparacion retiene mucho de la estructura normal intestinal incluyendo células
reguladoras nucleares. Se asume que el fluido y soluto aparecen en el lado serosal por
difusion desde el espacio intersticial y tejidos subepiteliales después de moverse desde
el lado mucosal dentro y fuera de la célula epitelial; por lo tanto, las concentraciones del
material que aparecen en el lado serosal se interpretan como una refleccién del
mecanismo por el cual el material abandona o es expulsado de la célula epitelial. Un
problema potencial es que solo aquellas sustancias absorbidas capaces de penetrar las
capas musculares y la serosa pueden ser detectadas por esta técnica. Una considerable
dilatacion e hidrataciéon de los segmentos intestinales ocurre durante el periodo
experimental, este incremento en el agua tisular puede afectar la interpretacién de los
~ datos por lo que se ha tomado en cuenta en el célculo de transferencia neta. Ademas, se
report6 que la integridad estructural de la preparacién desaparece después de | hora de
incubacion a 37°C (18, 25, 26, 28).

Captacién de radionucledtidos y estudios de eflujo en células aisladas.

La captacion de un radionucledtido dentro de las células o eflujo fuera de las
células se puede estudiar por el uso de enterocitos aislados. La técnica puede verificar si
estd presente un mecanismo de cotransporte o intercambio idnico, también puede
detectar facilmente un canal idnico, sin embargo, el método no puede diferenciar
directamente un canal de un transportador; también se puede probar fa activacién o
inhibicién de estas rutas por péptidos (18).

Vesiculas de Ia membrana.

- Las membranas apical y basolateral del epitelio intestinal se pueden aislar,
separar y purificar por sus diferentes densidades, ia membrana apical es un poco mas
densa que la basolateral debido a que tiene un citoesqueleto unido . Los fragmentos de
la membrana plasmatica rota que tienen los portadores de transporte, canales, o bombas
tienden a cerrarse como vesiculas redondas. Con estas vesiculas se pueden realizar
estudios de captacién o eflujo de manera similar a los estudios con células completas.
La concentracion de iones dentro y fuera de la vesicula se puede controlar mejor que en
las células completas, de manera que en tiempos mas cortos puede ser estudiada y se
puede obtener una mejor estimacién de la estequiometria de una ruta de transporte dada

(18).
Membranas del epitelio mucosal.

El uso de membranas aisladas totaimente del epitelio mucosal y la lamina propia
evita la desventaja de las largas rutas de difusion a través de las capas de células
musculares (27).

Anilles intestinales,

[La preparacién de anillos intestinales puede responder a la pregunta de la posible
captacion de substancias por células mucosales. El procedimiento de la prueba no
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difiere del método del saco evertido excepto por que ias secciones intestinales se cortan
en piezas de 0.5 a | centimetros de longitud y se agitan en una adecuada suspension
oxigenada. Debido a que los midsculos de los especimenes intestinales inmediatamente
se contraen, las vellosidades del intestino delgado llegan a quedarse sobre la superficie y
estan bien distendidas (27).

Suspensiones de células mucosales.

La tnica ventaja que tienen sobre los anillos intestinales es que su uso evita la
captacion de substancias dentro de los tejidos que no participan en la absorcidn tales
como musculo, células de tejido conectivo, etc. Sin embargo, la técnica de la
preparacién es relativamente complicada. Con el fin de verificar si las células son
dafiadas o no durante la preparacion se pueden usar colorantes tal como azul de timol ;
las células vivas no captan el color (27, 29).

Fracciones subcelulares.

Las vesiculas de la membrana del borde en cepillo se pueden obtener a partir de
las células mucosales aisladas por centrifugacion diferencial y de gradiente con
centrifugas de alta velocidad. Sin embargo, se debe puntualizar en que las vesiculas de
la membrana del borde en cepillo obtenidas de esta manera contienen una gran fraccidn
de membranas terminales las cuales se deben asignar al interior celular y no a la
membrana celular. Estas vesiculas han sido investigadas principalmente por su
contenido de enzimas y su habilidad para formar uniones selectivas con ciertas
substancias (27).

Cultivos celulares.

Las células epiteliales cultivadas, especialmente lineas continuas excluyen
factores introducidos por las células endéerinas, células nerviosas, o nervios finales, y
células inmunes que estén presentes en el tejido aislado. Una linea cultivada que solo
contiene un tipo celular sirve como un mejor modelo para el estudio de los mecanismos
de transporte.

Recientemente se ha mostrado que algunas lineas celulares y en especial iineas
celulares de carcinoma de colon humano son capaces de exhibir de manera permanente
y espontanea o bajo condiciones de cultivo particular caracteristicas de diferenciacién
de enterocitos maduros o células secretoras de moco y propiedades funcionales que son
especificas del epitelio transportador.

Caco-2:

La linea celular Caco-2 fue establecida en cultivo en 1974 a partir de un
adenocarcinoma de colon humano por Jorgen Fogh (18). Fue hasta 1983 (18) cuando se
observé que las células sufren esponténeamente una tipica diferenciacidén enterocitica
bajo condiciones de cultivo estandar. La diferenciacién enterocitica de las células Caco-
2 presenta varias caracteristicas cronolégicas, morfoldgicas y funcionales precisas.
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1. Las células no estdn diferenciadas cuando el crecimiento es exponencial, el inicio de
la diferenciacion ocurre en la confluencia (cuando las células detienen su division) y
es total dentro de los 20 dias. Esta situacion se parece a la encontrada en el intestino
delgado en donde las células de las criptas intestinales que proliferan no estdn
diferenciadas y la diferenciacién ocurre durante la migracidn desde las criptas a las
vellosidades de células que no se estan dividiendo.

2. En las dltimas etapas del cultivo las células forman una monocapa polarizada que
exhibe uniones estrechas bien definidas y presenta valores de resistencia eléctrica de
aproximadamente 300Q.cm’. La linea celular permite estudiar la importancia
relativa de las rutas transcelular y paracelular en el transporte de un determinado
farmaco. También se observan microvellosidades apicales que estan organizadas en
un borde en cepillo tipico y que cubren la superficie celular. Estas microvellosidades
en borde en cepilio son muy similares a las observadas en el intestino delgado
normal y colon.

3. Hidrolasas que normalmente estidn presentes en la microvellosidad en borde en
cepillo del intestino delgado pero estan ausentes en el colon, estin asociadas con la
membrana microvellosa de las células Caco-2; estas hidrolasas incluyen a la
sucrasa-isomaltasa, lactasa, aminopeptidasa N, dipeptidilpeptidasa [V y la fosfatasa
alcalina. Sin embargo, no todas las hidrolasas del borde en cepillo que se han
identificado en el intestino delgado humano estan presentes en las células Caco-2,
tal es el caso de la hidrolasa maltasa-glucoamilasa, que esta ausente. Durante la fase
de crecimiento exponencial, la actividad enzimatica es minima; sin embargo, se
inicia un incremento lineal en la confluencia y después de 20 dias se alcanzan
valores que son para algunas enzimas tal como la sucrasa y dipeptidilpeptidasa IV
cercanos a los observados en el intestino delgado. No obstante, fa expresidn de las
diferentes hidrolasas es heterogénea. La diferenciacién enzimética de las células
Caco-2 aumenta con el nimero de pases hasta valores maximos que permanecen
estables después de 90 pases.

4. Después de la confluencia los cultivos de células Caco-2 que crecen sobre soportes
impermeables forman domos que son un indicio de las propiedades de transporte
transepitelial. No obstante, su ausencia no es suficiente para descartar la funcién de
transporte.

Las propiedades morfoldgicas y bioquimicas de las células Caco-2 son mas
similares a las de las células epiteliales del intestino delgado que a las células colénicas.
Sin embargo, la permeabilidad paracelular de los farmacos en el modelo Caco-2 es
similar a la del epitelio coldnico. Asi varios farmacos que se absorben en el intestino
delgado pero no en el colon tienen coeficientes de permeabilidad muy bajos en el
modelo Caco-2. Tal es el caso de los compuestos hidrofilicos cuyo transporte esta
reducido a niveles muy bajos. No obstante, la permeabilidad de las monocapas Caco-2
se puede modular por el use de un interruptor de calcio de manera que la resistencia
transmembrana puede ser reversiblemente disminuida desde aproximadamente
280Q.cm’ a aproximadamente 60Q.cm” .
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Caco-2 posee atributos que la hacen un modelo apropiado de sistema in vitro

para la investigacién del transporte pasivo de los farmacos a través del epitelio del
intestino delgado.

[ ]

Son monocapas bien caracterizadas y homogéneas.

Nos permiten excluir la influencia de varios factores tales como moco y otras
poblaciones celulares.

Con excepcion de la mucing, el modelo Caco-2 parece tener las tres principales
barreras de permeabilidad para la absorcion de los farmacos como son:

La capa de agua estacionaria (no agitada)
El complejo de unidn, incluyendo a las uniones estrechas intercelulares.

La monocapa celular.

Cuando la difusion de una molécula a través de las células Caco-2 es pasiva, el

transporte no es saturable y la velocidad de transporte desde el lado luminal al lado
basolateral de las monocapas es el mismo que en direccién opuesta. Es probable que las
células Caco-2 también sean Utiles para estudios de metabolismo ya que tienen muchas
enzimas del borde en cepillo de la mucosa dei intestino delgado en cantidades similares
a las encontradas in vivo.

El modelo Caco-2 puede ser una alternativa util a los modelos animales para el

estudio de la absorcion intestinal de los farmacos, ademas de ser una herramienta en la
preformulacién y optimizacién de sistemas de liberacidn oral de farmacos (18, 30, 31,
32,33, 34,9,10, 35, 36, 8).
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5. Empleo de Bencimidazoles en el tratamiento de infecciones parasitarias.

Las enfermedades paragsitarias tanto las protozoosis como las helmintiosis
representan un problema de salud publica en muchas partes del mundo, especialmente
en paises en vias de desarrollo. Adrr cuando la mayor parte de las helmintiosis se
circunscriben a la luz intestinal, algunas de ellas tienen diseminacién sistematica y se
alojan en diversos tejidos ejemplos de estas parasitosis son la fasciolosis, cisticercosis y
triquinelosis (1,2).

Con respecto al tratamiento de las helmintiosis, los bencimidazoles y en especial
los bencimidazol carbamatos son los farmacos més ampliamente usados. En la tabla |
se presentan algunos de los compuestos que se utilizan en la actualidad para el
tratamiento de las diversas infecciones por heimintos.

Tabla 1. Perfil terapéutico de farmacos empleados en el tratamiento de helmintiosis

humanas.

Helmintiasis

Farmaco Dosis recomendada en
(Inventor/compafiia) adulto (oral)
Amoscanato 7 mg/kg por 3 dias Schistosomiasis
(Ciba-Geigy) _
Bithionol 30-50 mg/kg distribuido en | Paragonimiasis e infeccién
(1.G. Farbenind, Monsanto) 10 a 15 dosis 0 en dias por Fasciola hepdtica
alternados
Dicloroteno 2 a3 g cada 8 horas por 3 Infecciones por Taenia
(Burton T. Bush) dosis solium y Taenia saginata
Dietilcarbamazina 4-6 mg/kg (citrato) 6 2-3 | Filiariasis linfatica y loasis

(American Cyanamid)

mg (base) dado en 3 dosis
durante 14-21 dias

Ivermectina (MSD) Dosis tnica de 100-200 Filiariasis linfatica
mg/kg
Levamisol Dosis tinica de 2.5 mg/kg Ascariasis
(Janssen, ICT)
Metronidazol 250 mg 3 veces al dia por 3 | Infeccidn 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 10-25 mg/kg por 1-2 dias Cisticercosis
(E. Merck, Bayer) 25 mg/kg por 3-6 dias Schistosomiasis
Dosis unica 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 Schistosomia mansoni
(Pfizer) por 3 dias




26

Farmaco
{(Inventor/compafiia)

Dosis recomendada en
adulto (oral)

Helmintiasis

Pamoato de pirantel (Pfizer)

Dosis tinica de 10 mg/kg
(max. 1g) 10-20 mg/kg

Ascariasis, enterobiasis
Infecciones por

Ancylostoma
Pamoato de Oxantel Dosis tnica de 10-20 mg/kg Trichuriasis
(Pfizer) (base)
Piperazina 75 mg/kg (max. 3.5-4 g) por!  Ascariasis, enterobiasis
(Dow, BDH, etc.) 2 dias
Cambendazol (MSD) 5 mg/kg Strongyloidiasis
Mebendazol 100 mg dos veces al dia por | Ascariasis, enterobiasis,
(Janssen) ' 3 dias trichuriasis, strongyloidiasis
200 mg dos veces por 20 Capiliariasis
dias
400-600 mg 3 veces al dia
por 21-30 dias Quiste hidatidico
Flubendazol 200 mg diariamente por 3 Infecciones por
(Janssen) dias o 100 mg dos veces por | Ancylostoma y trichuriasis
_ dia durante 3 dias
Albendazol Dosis tnica de 400 a 800 Ascariasis, enterobiasis,
(SKF) mg trichuriasis, strongyloidiasis
e infecciones por
Ancylostoma
Tiabendazol 25 mg/kg (max. 3g en dosis | Enterobiasts, trichinosis,
(MSD) diaria) strongyloidiasis,

capilariasis,larva migrans
cutdnea y toxocariasis

Tomado de Sharma S. (37).
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6. Caracteristicas Fisicoquimicas y estudios de Absorcién Gastrointestinal
del Albendazol.

El albendazol es un bencimidazol carbamato ampliamente usado en la
actualidad. Su espectro de accion incluye la mayor parte de las infecciones por
helmintos intestinales y ademas es efectivo contra infecciones sistémicas como la
trichinellosis y neurocisticercosis. Se ha sugerido que la accion antihelmintica del
albendazol se debe a su metabolito principal, el sulféxido de albendazol, el cual tiene
mejor penetracion tisular que el mismo albendazol. A pesar de su uso generalizado su
eficacia a nivel sistémico se ve limitada por su pobre absorcidon intestinal debida
principalmente a su baja solubilidad en agua. En consecuencia, las concentraciones
plasmaticas son minimas y la biodisponibilidad en tejidos es pobre. La absorcién
intestinal es solo un 5% de la dosis ingerida y su tolerancia ha permitido el empleo de
este farmaco en tratamientos prolongados (38, 39, 3, 40, 41, 42, 43).
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\ HCOOCH;
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Solubilidad dei Albendazol.

Algunas propiedades fisicoquimicas del albendazol y su metabolito principal el
sulféxido de albendazol fueron determinadas recientemente (44). Para los estudios de
solubilidad se emplearon disolventes tales como metanol, etanol, dimetil sulféxido,
cloroformo, acetona, tween 80, Acido acético y dacido clorhidrico a diferentes
concentraciones (0.1M, IM y 0.3%). Los resultados revelaron la baja solubilidad del
albendazol en muchos de fos solventes utilizados, no obstante, en dimetilsulfoxido,
cloroformo y 4cido acético, la solubilidad fue mayor. Con respecto al sulféxido de
albendazol la solubilidad fue menor que para el compuesto principal, excepto en HCI
(44).

La baja solubilidad acuosa del albendazol asi como de otros bencimidazol
carbamatos limita su eficacia contra estados sistémicos de infecciones parasitarias,
razon por la cual se ha intentado mejorar su solubilidad, formulandolos en agentes
solubilizantes tales como dispersiones sélidas, lo gue ha conducido a un significante
incremento en su efecto contra parasitosis tisulares.

pka del albendazol.

Debido a la baja solubilidad del albendazol y de su metabolito principal el
sulféxido  de albendazol, los wvalores de pka han sido determinados
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espectrofotométricamente en el intervalo de pH 6 a 12. Los valores de pka obtenidos
fueron 10.47+£0.17 y 9.79+0.16 para albendazol y su sulféxido respectivamente. Estos
valores se atribuyen a la pérdida del protdén del grupo amino en la posicién 1. Ademas,
se reportd un segundo valor de pka para un pH de aproximadamente 3 en el que ambos
compuestos son mas solubles, los valores obtenidos fueron aproximadamente 2.8 para el
albendazol y 0.3 para el sulfoxido de albendazol. Estos valores se atribuyen a la
protonacion del nitrégeno en la posicidén 3 del anillo imidazol. A partir de estos
resultados se concluyd que ambos compuestos son moléculas anfiproticas (44).

Estudios de Absorcion del Albendazel.

Se han realizado varios estudios farmacocinéticos para el albendazel en
animales y en el hombre sano, asi como en pacientes que padecen neurocisticercosis y
que se encuentran bajo tratamiento con albendazol. Sin embargo, los datos
farmacocinéticos han sido dificiles de interpretar ya que han mostrado grandes
variaciones intra e inter individuales en los niveles plasmaéticos después de la
administracion oral, lo cual se atribuye entre otras cosas a la lenta y erratica disolucién
del farmaco y problemas en la absorcion in vive (45, 46, 47, 4, 48).

En 1991, Prieto y colaboradores (4), realizaron un estudio comparativo sobre la
absorcidn gastrica del albendazol y mebendazol en ratas mediante la técnica de
perfusion recirculante empleando un amplio intervalo de concentraciones (0.5, 1, 5, 10,
20, 50, y 100mM). Los resultados revelaron que la absorcién del albendazol y
mebendazol a partir del lumen gastrico sigue una cinética de primer orden con una
constante de difusion de 0.0087min”' para el albendazol y 0.0077min" para el
mebendazol y que los procesos de absorcion se deben a mecanismos cinéticos de
difusién simple, y por lo tanto ninglin mecanismo de cinética saturable est4 involucrado.
En este estudio se consideré que la pobre absorcion del albendazol y mebendazol se
podia deber a su limitada solubilidad en los fluidos géstricos. No obstante, se detectaron
niveles plasmaticos de albendazol (1-13ug/ml) y mebendazol (0.4-4.8ug/ml) después
de la perfusién, los cuales se incrementaron cuando la concentracién de la solucién
perfundida aumentd.

La presencia de estos farmacos en la sangre de las ratas puede reflejar un
metabolismo hepatico diferente en esta especie y en el hombre. En pacientes humanos el
albendazol y mebendazol no se detectan en la sangre, solo sus metabolitos por lo que ja
rata no parece ser un buen modelo animal experimental para estudiar la farmacocinética
de derivados bencimidazolicos in vivo (4).

En un estudio posterior, Villaverde y colaboradores (5) evaluaron la captacion
del albendazol y mebendazol por la técnica de enterocitos aislados de rata en
suspension, empleando diferentes concentraciones (10, 25, 50, 75, 100, 225, y 500uM)
de los farmacos. Estos se disolvieron en dimetilsulféxido a una concentracién final del
disolvente del 1%, lo que permitié tener a los farmacos completamente disueltos hasta
concentraciones de 250uM. Sin embargo, para concentraciones mayores Surgieron
problemas de solubilidad. Los resultados obtenidos para las diferentes concentraciones
empleadas mostraron que la captacién del albendazol se increment6 significantemente
hasta la concentracién de 200uM, mientras que la captacion de mebendazol no
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aumento para concentraciones superiores a 100pM. Ademads, el mayor contenido de
antihelmintico absorbido por arriba de esas concentraciones fue similar en ambos casos
(alrededor de 20pumol/mg proteina). Asi mismo, se observo que para concentraciones
menores a 100uM el proceso que rige la captacion de los farmacos en los enterocitos
aislados es la difusion pasiva, mientras que para concentraciones superiores se aprecid
una aparente captacidon no lineal, lo cual se atribuyd a la precipitacion de los
compuestos debido a los problemas de solubilidad en el medio de incubacion. Los
resultados mostraron también una mejor captacidén para el mebendazol en todo el
intervalo de concentraciones desde 0-100uM, lo que se explicé por la liposolubilidad
ligeramente mayor del mebendazol comparada con la del albendazol (5).

Recientemente, Jung y colaboradores (1998) (44) estudiaron la absorcidn
intestinal y géstrica in vitro dei atbendazol por el método del saco intestinal invertido
de rata empleando las diferentes regiones del intestino (duodeno, yeyuno, ileon y
colon). A partir de los resultados obtenidos se observé que el albendazol se absorbe a
lo largo del intestino; lo cual radica en el hecho de que el compuesto estd casi no
ionizado entre pH 6 y 9, lo que explica su absorcion. La absorcion decrecié en el
siguiente orden ileon>jeyuno>colon>duodeno.La cinética fue de orden cero, lo que se
atribuy6 a la existencia de una solucidén saturada debida a la precipitacién dei farmaco
en todos los estudios que se realizaron.

Ademas, en este estudio la absorcidén en el estomago fue mayor que en el
intestino y con una constante de velocidad de orden cero, mayor que la de ia absorcion
intestinal, Esta mayor absorcion se atribuyo a la mejor solubilidad del farmaco en medio
acido, por lo tanto, aun cuando la concentracion del i6n protonado es alta, es posible que
cuando el albendazol esta en contacto con la membrana celular pierda el proton y se
absorba, lo que se explica en virtud de la alta solubilidad lipidica de la forma ionizada
disuelta.

Los autores sugirieron, que la absorcién tiene lugar por un proceso no saturable
tal como la difusién pasiva y que la solubilidad y no la absorcién es el paso limitante de
la velocidad de absorcion del farmaco (44).
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Considerando que los bencimidazoles, (en particular el albendazol) son farmacos
ampliamente empleados en el tratamiento de infecciones parasitarias tanto a nivel
intestinal como sistémico, que tienen como limitante su baja solubilidad v
biodisponibilidad, en la Facultad de Quimica se disefiaron y sintetizaron compuestos
derivados del 1-metilbencimidazol con la finalidad de obtener moléculas con mejores
caracteristicas de solubilidad y actividad antiparasitaria (6) (Tabla 2).

Tabla 2. |-Metilbencimidazoles disefiados con posible actividad biolégica.

R2 P
\>
e ] R 3
Ry N
CH3
Compuesto R, : R, R;
Serie A
1 H H CH;
2 H H NH,
3 H H SH
4 H H SCH;
Serie B
5 H Ccl CHa
6 H Cl NH;
7 H Cl SH
8 H Cl SCH;
Serie C \
9 -l H CH;
10 Cl H NH,
11 Cl H SH
12 Ci . H SCH;
Serie D
13 Cl Cl CH,
14 Cl Cl NH,
15 Cl Cl SH
i 16 Cl Cl SCH;

Como se puede apreciar todos estos compuestos conservan el nbcleo del
bencimidazol, sustituido en la posicion | por un grupo metilo (CHs). La posicidn 2 se
sustituye con diferentes grupos y las posiciones 5 y 6 pueden estar o no sustituidas con
un grupo cloro, - '

Ast tenemos que para los compuestos 1 a 4 de la serie A la posicién 2 se
sustituye con grupos isostéricos como son el -NHj, -CHj, -SH y -SCHj |, en cambio las
posiciones 5y 6 no estan sustituidas.
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En los compuestos § a 8 de la serie B la posicién 2 también se sustituye con
grupos isostéricos como son el -NH,, -CHj, -SH y ~-SCH3 , la posicion 5 es sustituida
por un cloro mientras que la posicion 6 no esta sustituida.

En los compuestos 9 a 12 de la serie C la posicién 2 también se sustituye con los
mismos grupos isostéricos pero en ellos la posicién sustituida por un cloro es la 6,
mientras que la posicién 5 no esta sustituida.

Finalmente, ios compuestos 13 a 16 de la serie D ademés de estar sustituidos en
la posicion 2 por los mismos grupos isostéricos mencionados anteriormente y presentan
un grupo cloro en las posiciones 5 y 6, es decir estan diclorados.
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7. Estudios de actividad antiparasitaria de los 1-metilbencimidazoles en
diferentes modelos parasitarios.

Los estudios de actividad biologica fueron realizados en el laboratorio de
Parasitologia del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.

Para la evaluacion de la actividad biologica de los 1-metilbencimidazoles se
eligieron dos parésitos: T. spiralis como modelo de helminto, ya que en este se pueden
evaluar tanto la fase intestinal como la parenteral y a Giardia lamblia como modelo de
protozoario intestinal.

Efecto de los derivados del I-metilbencimidazol sobre Giardia lamblia (6).

La evaluacion de la actividad biolégica consistio en determinar la
susceptibilidad in vitro de G. lamblia para estos compuestos mediante un método de
subcultivos, para ello se siguié la metodologia descrita por Cedillo y cols. (49),

En la evaluacion de la actividad biol6gica se utilizaron 13 de los 16 diferentes
compuestos representativos de las 4 series descritas. En la Tabla 3 se presentan los
resultados obtenidos de estas pruebas,

Tabla 3. Susceptibilidad de trofozoitos de Giardia lamblia a derivados del 1-
metilbencimidazol.

Serie Compuesto CIs0 I.C 95%
Albendazol 0.01 0.007 - 0.013
Metronidazol - 0.21 0.14 - 0.27
A
i 0.56 0.30-1.03
2 0.15 0.08
3 ND ND
4 ND ND
B
5 0.18 0.11-0.28
6 0.09 0.04-0.17
7 4.13 1.16-4.54
8 0.14 0.16-0.32
C
9 0.001 0.0008-0.0012
10 0.002 0.0018-0.0022
11 ND ND
12 0.1 0.03-0.29
D
13 0.15 0.06 - 0.32
14 0.19 0.14 -0.26
15 0.09 0.05 -0.17
16 0.15 0.06-0.32




Ld
La

= No determinada
CI 50 = Concentracion inhibitoria al 50%
1.C 95% = Intervalo de confianza al 95%

Como se puede observar la mayor parte de los compuestos son efectivos in vitro
contra trofozoitos de G. lamblia , especialmente los compuestos con cloro en posicién
6 que mostraron una actividad semejante a la del albendazol, aunque los compuestos
diclorados en posicidén 5 y 6 mostraron buena actividad, la mayor parte de ellos mejor
que la del metronidazol que es el farmaco de eleccion en el tratamiento de la giardiosis
Por microscopia electronica de barrido se observé el dafio producido por los
compuestos 9 y I3 a los trofozoitos de (. lamblia, principalmente a nivel de la
membrana celular observandose un gran nimero de orificios que le dan aspecto poroso
a la célula sin afectar el disco ventral.

Efecto de los derivados del 1-metilbencimidazol sobre Trichinella spiralis (6).

La evaluacién de la actividad bioldgica consistid en determinar la viabilidad de
las larvas adultas y de las larvas musculares de T, spiralis cuando se incuban con
diferentes concentraciones de los compuestos, empleando un ensayo colorimétrico
basado en la reduccion de la sal de tetrazolio (MTT).

MTT
ROJO CLARO



En la Tabla 4 se presentan los resultados obtenidos de estas pruebas.

Tabla 4. Porcentaje de reduccion de la viabilidad del adulto y larva muscular (LM) de
T. spiralis utilizando los derivados del 1-metilbencimidazol.

Serie Compuesto Adulto IM
1pg/ml 1ug/ml
Albendazol 28+ 7. 22+12
A
1 6 25+ 6
2 NR 9 8
B
5 8 14+ 2
6 NR 12+ 1
7 23+ 12 7+ 4
8 34+ 12 24 £ 10
C
9 25 14+ 4
10 NR 14 4
12 14+ 7 9t 5
b .
13 234+ 5 24+ 6
14 NR 26+ 2
15 I5 30 6
16 29+ 5 22+ 11

NR = No Redujo

Los resultados obtenidos revelaron que el albendazol a una concentracién de
lpg/ml (compuesto de referencia) disminuyé la viabilidad del parasito aduito un 28%,
mientras que los compuestos 8 y 16 tuvieron una efectividad similar a la del albendazol
(34% y 29% respectivamente).

Por otro lado, a una concentracion de 1pg/ml los compuestos 1, 8, 13, 14, 1S y
16 fueron efectivos contra la larva muscular de T. spiralis, observandose un porciento
de reduccion de la viabilidad entre 22% y 30%, siendo el compuesto I5 el mas activo.

Los estudios de microscopia electrénica mostraron que los compuestos causaron
un mayor dafio a la cuticula del organismo adulto que el observado con el albendazol.

Los compuestos diclorados derivados del I-metilbencimidazol (13, 14, 15y 16)
tuvieron una actividad in vitro contra la larva muscular de 7. spiralis similar a la del
albendazol, sin embargo, es necesario evaluar esta actividad in vivo. Para esto es de
gran importancia en primera instancia determinar la permeabilidad de estos compuestos,
la cual puede llevarse a cabo empleando el modelo in vitro de la linea celular Caco-2.
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VL PARTE EXPERIMENTAL

1. Equipos y Materiales.

A continuacidn se presentan los reactivos, materiales y equipos utilizados en las
diferentes etapas del trabajo experimental.

Reactivos.

¢ Colagena de cola de rata (tipo I) BOEHRINGER MANNHEIM GmbH (Alemania)
e Mediode Duibecéo's modified Eagle (Ix) GIBCO BRL (U.S.A)

* Solucidn de Hank's 10x (Solucion Balanceada de Sales) GIBCO BRL (U.S.A)
» Amortiguador de Sales de Fosfato Dulbecco’s (Ix) GIBCO BRL (U.S.A)

¢ Solucién de Piruvato de Sodio 100mM (100x) GIBCO BRL (U.S.A)

e Suero fetal bovino Hy Clone, Co. (U.S.A)

s  Aminodcidos no esenciales (100x) In vitro, S.A. (México)

* Mezcla de Penicilina-Estreptomicina 10,000 U/pg/ml In vitro , S.A. (México)
* Dimetil sulféxido J.T. Baker, (E. U.)

s Metanol HPLC J.T. Baker, (E. U.)

e Acido L-glutdmico S-amida (200mM) Merck Co. (México)

¢ Bicarbonato de sodio (NaHCO;3) Merck Co. (México)

¢ Hepes (N-[2-Hydroxyethyl]-piper-azine-N'-[2-ethanesulfonic-acid]) Sigma
Chemical Co (St. Louis, Mo)

e D-glucosa. Sigma Chemical Co (St. Louis, Mo)

Materiales.

e Cajas de 6 pozos para cultivo celular, didmetro del pozo 34.8 mm (area de
crecimiento, 9.5 sz) Costar, Co (U.S.A)

e TPrascos T-175 (area de crecimiento, 75 cm?) Costar, Co (U.S.A)
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o Snpapwell, didmetro de 12 mm, (area superficial, 1.13 cm®) con una membrana de
policarbonato con un tamafio de poro de 0.4um. Costar, Co (U.S.A)

e Tubos Falcon de 15 mL Costar, Co (U.S.A)
Equipo.

Balanza Analitica Scientech modelo SA210 (U.S.A).

Campana de Flujo Laminar Holten modelo HBB2448.

Centrifuga Clinica Survall modelo RT6000D (DUPONT, U.S.A).
Fluorometro Fluostar modeio 403-0098.

Incubadora NuAire IR AUTO FLOW,

Jeringa Serlogica de 50ul (Hamilton Co.).

Microscopio Invertido Zeiss (Alemania Occidental).

Potencidmetro Prazisions modelo E510 (Cientifica Internacional. S.A)).
Vortex-Genie 2 modelo G-560.

* @& & & & o © » @
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2. Soluciones

¢ Solucién 10mM en DMSO (Stock) para cada uno de los compuestos diclorados
derivados del 1-metilbencimidazol y del albendazol.

Se peso la cantidad necesaria de cada compuesto para preparar 5mL de una
solucién [0mM: albendazol {2650000ng/mL), compuesto 13
(2150821.60ng/mL.),compuesto 14 (2160698.90ng/mL),compuesto 15
(2331192.20ng/mL) se colocd en un matraz volumétrico de SmlL vy se llevé al aforo con
dimetil sulféxido (DMSO)

e Solucién Patron A en DMSO (100000ng/mL) para cada uno de los compuestos y del
albendazol.

Se prepar6 por triplicado una solucién (Al, A2, A3) con una concentracion de,
100000ng/mL para ello se tomé una alicuota correspondiente a 100000ng del
compuesto a partir de la solucién stock, se colocd en un tubo eppendorf y se levo a
ImL con DMSO.

¢ Solucidon Patrén B en DMSO (1000ng/ml.) para cada uno de los compuestos y del
albendazol.

Se preparé por triplicado una soluciéon (B1, B2, B3) con una concentracion de
1000ng/ml., para ello se tomd una alicuota de 10uL (1000ng) a partir de la solucién
patron A correspondiente (Al, A2, A3), se colocd en un tubo eppendorf y se llevd a
ImL con DMSO.

¢ Solucién 10mM en DMSO de sulfoxido de albendazol (stock).

Se pesaron 14.0668 mg de sulfoxido de albendazol para preparar SmlL de una
solucién 10mM (2813360ng/mL), se colocd en un matraz volumétrico de SmL y se
llevé al aforo con DMSO. A partir de esta solucién se prepar6é una dilucién con una
concentracion de 100000ng/mL en DMSO.

¢ Solucion salina de Hanks” (100mL)

Se pesaron 0.035g de bicarbonato de sodio,0.1802g de glucosa y 0.2603g de
hepes, se colocaron en un matraz volumétrico de 100mlL, y se adicionaron 40ml. de
agua desionizada y filtrada con una membrana de 0.22. Una vez disueltos los reactivos
se adicionaron 10mL de una solucion 10x de Hanks’, y se procedié a homogenizar la
mezcla; el pH de la solucidn se ajustdé a 7.3 y se diluyé hasta el aforo con agua
desionizada y filtrada.

Para determinar el coeficiente de permeabilidad aparente (Papp) de los
compuestos diclorados derivados del 1-metilbencimidazol (13,14,15 ) y del albendazol,
el trabajo experimental se llev6 a cabo en varias etapas.
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3. Validacion del Método Analitico.

Para determinar la concentracion de los compuestos diclorados 13, 14, y 15 v del
albendazo! en las muestras obtenidas a partir de los estudios de transporte se utilizaron
los métodos analiticos desarrollados en el laboratorio de Parasitologia del Hospital de
Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS para la técnica Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién (HPLC) y se validaron de acuerdo a los procedimientos y
criterios de aceptacion establecidos en el Manual de Validacién de Métodos Analiticos
det Colegio de Q.F.B de México (50), Guia USP XXIII (51). Los parametros que se
validaron fueron: Lincaridad, Precision (repetibilidad y reproducibilidad), Exactitud
(Yode recobro), Select:~:dad, Limite de cuantificacién y Limite de deteccion.

Condicienes Cromatograficas:

¢ Columna Spherisorb ODS-2, C18 fase reversa, tamafio de particula de Sum y una
longitud de 240mm por 4.6mm de didgmetro.
Fase Movil: Metanol/Buffer de fosfatos (68:32) pH 5.2
Longitud de onda: 295nm
Velocidad de flujo: 1.5 mL/min

Equipe HPIL.C.

+ Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC-235 Perkin Elmer)
¢ Bomba HPLC 330 Perkin Elmer
» Detector de longitud de onda variable con arreglo de diodos Perkin Elmer

Preparacion de la Curva Estandar.

Para cada compuesto se prepard por triplicado una curva estdndar a partir de las
diferentes soluciones patron A y B a las sigulentes concentraciones:
30,150,300,1500,3000 y 15000 (ng/ml) para el compuesto 13; 150,300,1500,3000 y
15000 (ng/mL) para los compuestos 14, 15 y el albendazol v se diluyeron hasta el aforo
con solucion salina de Hanks” como se indica a continuacién:

Muestra Alicuota(uL) a partir | Aforo(mL) con sol. Concentracién
de la sol. patron A 6 B | salina de Hanks’ (ng/mL)
1# 30 1 30
2% 150 ! 150
3" 3 1 300
4" 15 ] 1500
5 30 1 3000
6" 150 1 15000

"Alfcuota a partir de la solucion patrén A
*Alicuota a partir de la solucion patrén B
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Una vez homogenizadas las muestras, se tomé una alicuota de 500ul a partir de
cada concentracion estandar, se coloco en un tubo eppendorf y se adicionaron 20uL de
una solucién patron de sulféxido de albendazol (100000ng/mL) como estdndar interno;
posteriormente las muestras se agitaron durante | min

Se inyectaron las muestras correspondientes a cada compuesto (alicuotas de
50ul) en el Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resolucién y posteriormente se
determiné el area del pico del compuesto y el area del pico del estandar interno
(sulfoxido de albendazol) en cada una de las muestras inyectadas.

Parametros de Validacion,

Linearidad del método.

Para determinar la linearidad del método analitico se prepararon 3 curvas
estandar en solucion de Hanks’ en el rango de concentraciones de 30-15000 ng/mL para
el compuesto 13 y de 150-15000 ng/mL para los compuestos 14, 15 y albendazol. Se
determiné la relacion de areas (4rea del compuesto/drea del estandar interno = y) para
cada concentracién (x) y se calculd por regresion lineal el coeficiente de correlacion -
(r 2 0.99), el intercepto (b) y la pendiente (m) de la recta para cada una de las curvas
estandar.

Precision intradia (repetibilidad).

Para determinar este parametro se inyectd por sextuplicado la concentracion
estandar correspondiente al 100% (3000ng/mL de la curva 1) y se calculd el promedio
(x), desviacion estandar (n-1) y desviacidn estandar relativa en % (CV) para la relacion
de areas (respuesta). El método se considera preciso cuando el CV es menor al 15%.

Precision interdia (reproducibilidad).

Este parametro se establecié entre 2 analistas y para dos dias diferentes, de
manera que cada analista prepard para cada dia de analisis una nueva solucién stock
10mM en DMSO para cada uno de los compuestos y a partir de esta solucion stock
prepar6 3 curvas estandar. Para determinar la reproducibilidad del método analitico se
compararon las respuestas de las curvas (pendientes de las rectas de las curvas) de 2
analistas en dias diferentes con la prueba de ANADEVA (Analisis de Varianza),

Nota: Cada analista prepar6 6 curvas esténdar debido a que fueron dos dias de
analisis.

El disefio experimental utilizado fue el siguiente:
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ANALISTA (i)
DIA (j) 1 2

Y111 Y211
1 Y112 Y212
Y113 Y213
| Y121 Y221
2 Y122 Y222
Y123 Y223

Criterio de aceptacion: ,
th!as > Fcalculada

Exactitud al 100%.

Se determind la exactitud del método analitico para la concentracién estandar
correspondiente al 100% (3000ng/mL) para lo cual se calculé el valor de X {(conc.
ng/ml.) para cada una de las respusstas (A.comp/A. std) obtenidas a partir del anélisis
por sextuplicado de la concentracion al 100% utilizando la ecuacidn y = mx +b, y
empleando el valor de la pendiente (m) y el intercepto(b) obtenidos a partir de la
linealidad del método analitico. Asi, la concentracion de 3000ng/mL (adicionada)
correspondia al 100% como la concentracion promedio calculada (x)¢a qué porcentaje
correspondia?.

El CV en % para la concentracion promedio calculada no debe ser mayor a un
15%.

Limite de cuantificacién,

Este parametro se determiné al analizar por triplicado diluciones sucesivas
(150,30,20 y 10ng/mL) de la concentracion mas pequefia de la curva de calibracion y
establecer e] minimo nivel para el cual el analito puede ser cuantificado con exactitud y
precision aceptables.

El CV para la respuesta promedio no debe ser mayor al 20% y la desviacién no
debe exceder el 20% del valor nominal para la exactitud.

Limite de deteccion basado en la refacion sefial:ruido,

Este pardmetro se determiné al analizar por duplicado muestras con concentra-
ciones bajas de analito (10,20,30ng/mL) y establecer el minimo nivel para el cual se
obtuvo una respuesta de dos veces por encima del ruido del sistema.

Una relacion sefial:ruido de 3 o 2:1 generalmente es considerada aceptable para
estimar el limite de deteccidn.

Especificidad del método (selectividad).

Para determinar la selectividad del método analitico se obtuvieron y examinaron
cromatogramas blanco de la matriz biologica (solucion transportadora de Hanks’)
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inyectada a partir de varias fuentes y se compararon con una muestra de la solucion
transportadora de Hanks’ afiadida del compuesto bajo estudio y el estandar interno con
el objetivo de demostrar la falta de respuesta en los blancos a través del intervalo de
tiempo en el cual surge el pico del analito bajo estudio. La concentracion que se utilizd
para determinar este parametro para cada uno de los compuestos bajo estudio fue 3000
ng/mlL.

4. Determinacion del coeficiente de distribucién (Log D)

Se prepard una solucién 10mM en dimetilsulféxido (solucion stock) para cada
uno de los compuestos (13,14,15 y albendazol)

Se colocaron 0.75mL de l-octanol y 0.75mL de PBS pH 7.4 en un tubo
eppendorf de 1.5mlL.

Se adicionaron 15plL de la solucién stock del compuesto v se agité durante 30
min, posteriormente las muestras fueron centrifugadas por 10 min a 10000 rpm.

Finalmente se separaron las fases acuosa y organica y se cuantificaron por el
método analitico descrito.

5. Cultivo y Mantenimiento de la Linea Celular Caco2.

El manejo de la linea celular Caco2, asi como la preparacién del medio de
cultivo celular y de otros reactivos que estarian en contacto con ella antes de la
realizacion de los estudios de transporte, se llevo a cabo en una campana de flujo
laminar equipada con una lampara de luz UV que permitié proporcionar un ambiente
estéril en el interior de la campana.

La linea celular Caco2 cepa ASI4 pase nimero 56 fue donada por el Dr. [smael
Hidalgo de los laboratorios Absorption Systems (Exton, PA}. Las células se cultivaron
en frascos de pléastico T-175 y se mantuvieron en Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) complementado a 37°C en atmosfera de CO, al 5%. Las células se
tripsinizaron por 3 min (sol. tripsina al 15% en EDTA) cuando tenian una confluencia
no mayor del 80%, se colectaron en un tubo de plastico falcon de 15 mL y se
centrifugaron durante 5 min a 1500 rpm. El sobrenadante fue desechado y las células
fueron resuspendidas en medio de cultivo fresco (DMEM complementado) para su
conteo en una camara de Neubauer.

Las células se resembraron en cajas de cultivo nuevas T-175 y se incubaron
aproximadamente 4 dias sin alcanzar una confluencia mayor ai 80%. Tripsinizar con
esta frecuencia permiti¢ tener una relaciéon 1:3; es decir, por cada caja T-175
tripsinizada se podian cultivar 3 nuevas cajas T-175.

Medio de Cultivo Celular Complementado (100mL).

Para preparar el medio de cultivo celular se adicionaron los siguientes reactivos
al medio de Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM).
10% de suero fetal bovino
1% de aminoéacidos no esenciales
1% de L-giutamina (200mM)
1% de antibidticos (100 U/mL de penicilina, 100g de streptomicina)
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1% de piruvato de sodio

Todas las soluciones eran filtradas a través de una membrana de 0.22um para su
esterilizacion y la botella era sellada con cinta testigo para evitar su contaminacién. El
medio de cultivo se almacend a 4°C.

6. Estudios de Transporte con la Linea Celular Caco2.

Recubrimiento de las membranas de policarbonato.

e Se prepard una solucién de colagena como indica el proveedor. Para lo cual, se
adiciond a un vial de 10mg del producto liofilizado (colagena) SmL de 4cido acético
estéril al 0.2% para obtener una concentracién de 3.64 mg/mL (3640000ng/mL).
Para disolver completamente no se utilizé agitacion, Gnicamente se procedid a
incubar la solucién durante 24h a temperatura ambiente,

e La solucidn se diluyd con etanol al 70% mezclando una parte de la solucidn anterior
con tres partes de etanol.

e Se adicionaron 100uL de la solucién de colagena a cada uno de los insertos
snapwell aseguréndose de cubrir toda la superficie del filtro.

* Se secaron los filtros en la campana de flujo laminar con las tapaderas abiertas
durante una hora y media. Posteriormente las tapaderas fueron selladas con cinta
testigo para mantener las condiciones de esterilidad hasta el dia de su uso.

e Los insertos se esterilizaron el dia de su uso por radiacién U.V. durante media hora
en la campana de flujo laminar con las tapas abiertas.

Cultivo celular en Insertos Snapwell

Aproximadamente 6.8 x 10% células obtenidas de la tripsinizacion de los
cultivos celulares en las cajas T-175 se resuspendieron en 0.5 mL de DMEM
complementado y se depositaron en cada uno de los insertos snapwell adicionando 2
ml. de medio complementado en cada uno de los pozos.

Las células se¢ mantuvieron a 37°C en atmoésfera de CO; al 5% durante 21 a 28
dias, el medio de cultivo se cambi6 a las 24h, después cada tercer dia durante los
primeros 8§ dias de cultivo y posteriormente el medio se cambié diariamente hasta el
momento de la realizacién del estudio de permeabilidad.
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Estudios de permeabilidad

Se prepard una solucién 100uM de cada uno de los compuestos en el
amortiguador de transporte (solucién de Hanks” + NaHCO3, + 10 mM Hepes, + 10 mM
de D. glucosa) a partir de la solucion 10mM en DMSO. La solucién se mantuvo a una
temperatura de 37°C hasta el momento en que se inicié el experimento.

Todos los estudios de transporte se realizaron a 37°C en atmoésfera de CO, al 5%
y con agitacién constante. Estas condiciones se mantuvieron durante la hora y media
que durd el experimento y durante la determinacion postexperimento de la integridad de
fa monocapa.

Antes de iniciar los estudios de transporte (Apical a Basolateral y Basolateral a
Apical) el medio de cultivo contenido en los insertos (0.5mL) vy en los pozos (2mL) fue
retirado, los insertos se enjuagaron 1 vez con un exceso del amortiguador de transporte
que también fue retirado con cuidado y posteriormente se adicionaron 0.5mL de la
solucion transportadora en la parte apical y 2mL en el pozo para equilibrar a las células
durante 30 min a 37°C en atmésfera de CO; al 5%.

Se realizaron 2 ensayos de permeabilidad, por triplicado cada uno de ellos: del

lado Apical al lado Basolateral (A-B) y del lado Basolateral al lado Apical (B-A) para
cada uno de los compuestos (13,14,15 y albendazol).

 Aplcal Chamber

TESIS CON
PALLA DE ORIGEN

W Dot st st
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1 Estudios de transporte del lado Apical al lado Basolateral.

Una vez equilibradas las células en la solucién transportadora, ésta fue retirada
de ambos lados (apical y basal), y en su lugar se colocaron en los insertos 0.5 mL de la
solucién 100 pM del compuesto y 2 ml del amortiguador de transporte (libre del
compuesto) en cada uno de los pozos.

Se tomaron del lado basolateral muestras de 500 pL a los 15,30,45,60 y 90 min
después de iniciado el experimento, después de realizar la toma de cada una de las
muestras, los insertos se colocaban en otro pozo con amortiguador de transporte libre de
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farmaco. Asf mismo, a los 90 min se tomaron los 0.5mL de la solucion 100uM del
compuesto contenidos en el inserto (solucién donadora), se colocaron en un tubo
eppendorf y se guardaron a 4°C (18h) hasta el momento de su andlisis por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

I Estudios de transporte del lado Basolateral al lado Apical

Una vez equilibradas las células en la solucidn transportadora, esta fue retirada
de ambos lados (apical y basal), y en su lugar se colocaron 2mL de la solucién 100 uM
del compuesto en el pozo y 0.5ml del amortiguador de transporte (libre del compuesto)
en €l inserto.

Se tomaron del lado apical muestras de 200 pL a los 15,30,45,60 y 90 min
después de iniciado el experimento, con reposicién del amortiguador de transporte. Asi
mismo, a los 90 min se tomaron 0.5mL de la solucién 100uM del compuesto contenidos
en el pozo (solucién donadora). Las muestras obtenidas se colocaron en tubos eppendorf
y se guardaron a 4°C (18h) hasta el momento de su analisis por Cromatografia Liquida
de Alta Resolucidn.

Integridad de la Monocapa

Para determinar que los compuestos no tienen efecto sobre la monocapa celular
y que los resultados no se debieron a que las monocapas estuvieran destruidas, al
finalizar los estudios de transporte se midio el paso del amarillo de lucifer (colorante 4-
aminonaftalimida substituido de intensa fluorescencia, facilmente visible en células
vivas a concentraciones y niveles de iluminacién a los cuales no es tdxico. Debido a su
bajo peso molecular (457.2) y solubilidad en agua el colorante no cruza la membrana
celular, propiedad que ha sido utilizada para determinar los cambios en la permeabilidad
de las uniones intercelulares ya que esta es la ruta que sigue para pasar de un lado de la
célula al otro) a través de la linea celular, para lo cual se colocaron 0.5ml de una
solucién de amarillo de Iucifer en los insertos y 2mL del amortiguador de transporte en
los pozos de una caja nueva en la cual se colocaron los insertos del experimento A-B y
B-A. Se incub6 durante 1h con agitacion continua a 37°C en atmoésfera de CO; al 5%,

Una vez concluido el tiempo de la incubacién, se tomaron alicuotas de 200uL
(por duplicado) a partir de cada pozo, las muestras se leyeron en un lector de
fluorescencia a una longitud de emision de 538 nm y a una longitud de excitacién de
485 nm. Asf mismo, se incluyé una curva estandar del amarillo de lucifer en el intervalo
de concentraciéon de 0.3125uM -100uM (142.89ng/m1-45725ng/mL) a partir de la cual
se determiné la concentracién del amariilo de lucifer en las muestras obtenidas a partir
de los pozos.

Finalmente se calculd el coeficiente de permeabilidad aparente (Pappg para el
amarillo de lucifer. Los insertos 0 monocapas con un valor superior a 1x10™ cm/s se
consideraron fuera del experimento.
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Amaritlo de lucifer

7. Determinacién del Coeficiente de Permeabilidad Aparente de los
compuestos diclorados derivados del l-metilbencimidazol.

Para cada compuesto se preparé una curva estandar en soluciéon de Hanks’
(como se indico en la validacion del método analitico) a las siguientes concentraciones:
30,150,300,1500,3000 y 15000 ng/mL para el compuesto 13 y 150,300,1500,3000 y
15000 ng/ml para los compuestos 14, 15 y el albendazol.

A cada una de las muestras apicales (200 pL obtenidas en el experimento
B-A) se les adiciond 8uL de una solucién patrén (100000 ng/mL) del estandar interno
sulféxido de albendazol y se procedié a su homogenizacion por agitacion durante 1min.

As{ mismo, a cada una de las muestras basolaterales (500 pl. tomadas en el
experimento A-B) se les adicionaron 20l del estandar interno sulfoxido de albendazol
(100000ng/mlL) procediendo a su homogenizacidn por agitacidén con la ayuda de un
vortex durante 1min.

A partir de la solucidén donadora (Apical 6 Basolateral) se tomé una alicuota de
500uL, se colocod en un tubo eppendorf y se adicionaron 20ul del estdandar interno
sulfoxido de albendazol (100000ng/mL), procediendo a su homogenizacién por
agitacion durante Imin

Todas las muestras, asi como la curva estdndar y una alicuota de la solucion
100uM de cada compuesto fueron inyectadas en el Cromatégrafo de Liquidos de Alta
Resolucién para determinar el area del pico del compuesto y el area del pico del
estandar interno y asi establecer la relacion de areas entre el compuesto y el estandar
interno (A.comp./A.std int) como la respuesta medida (y).

Con los datos obtenidos a partir de la curva estandar se graficé la respuesta (y)
contra la concentracién (x) v se calculé mediante regresién por minimos cuadrados el
coeficiente de correlacion (r), el intercepto (b) y la pendiente (m) de la recta.

Con la pendiente (m) e intercepto (b} obtenidos a partir de la curva estandar asi
como c¢on la relacién de areas calculada para cada una de las muestras inyectadas y a
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partir de la ecuacién Y = mx +b se pude determinar el valor de “x” es decir, la
concentracion para cada una de las muestras (apicales y basolaterales).

Una vez determinada la concentracion de las muestras (Apicales vy
Basolaterales), se procedio a calcular la concentracion acumulada del compuesto a
través del tiempo de muestreo para los estudios Apical-Basolateral, Basolateral-Apical
de la siguiente manera:

Apical-Basolateral Basolateral-Apical
Cacu. + Cs.r Cs.r + 0.4*Cacu.

Donde.
Cacu.= Concentracion acumulada del compuesto en el tiempo anterior.
Cs.r = Concentracidn del compuesto en la solucién receptora para el tiempo actual

Con los datos obtenidos se hizo una grafica de la concentracién acumuladg'(y) a
través del tiempo (x), obteniéndose para la region mas lineal de [a curva el valor de la
pendiente (que es igual a dC/dt) por el método de minimos cuadrados.

El coeficiente de permeabilidad aparente (Papp) para cada uno de los
compuestos se calculd a partir de la siguiente ecuacion:
Papp =V x dC/dt/A x Co x 60
Donde:
V = volumen de la solucion receptora
dC/dt= cambio en la concentracion de la solucidn receptora a través del tiempo

A = area superficial del filtro
Co = concentracidn inicial en la solucidn donadora



RESULTADOS
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VII. RESULTADOS
1. Validacién del Método Analitico.

Para cada compuesto analizado se siguieron los procedimientos y criterios de
aceptacion establecidos en el Manual de Validacién de Métodos Analiticos del Colegio
de QF.B de México para la validacion del método analitico que se empled en su
posterior cuantificacion en las muestras obtenidas a partir de los estudios de transporte.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos en la validacidn de los parametros
analiticos.

ALBENDAZOL
Linealidad del Método Analitico.

Relacion de Areas (A comp/A std)

Con ng/ml CURVA 1 CURVA 2 CURVA 3 MEDIA D, Std CV %
150 0,01430 0,01513 0,01830 $,01591 0,00211 13,28
300 0,03882 0,04295 0,04254 0,04177 0,00170 407
1500 0,05194 0,05181 0,056198 0,05331 0,00249 4,68

3000 0,38418 0,37281 0,39901 0,38533 0,01314 3,41
15000 2,14828 2,21633 2,28169 2,21543 0,06671 3,01
Datos de la determinacién de la linealidad del método analitico.
Parametro | Curval | Curva2 | Curva3 | Promedio | Desviacién CV %
Estandar
m 0,00014 0,00015 0,00015 0,00015 4 52E-086 2,99
b -0,05620 -0,06308 -0,08045 -0,05891 0,00347 5,799
r 0,89739 0,89725 0,99737 0,98734 7,43E-05 0,0074

Relac. areas

Linealidad promedio del método
analitico para cuantificar
albendazolen solucién ds Hanks’
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Precision Intra e Interdia.

Precision intradia (Repetibilidad).

Concentraciéon {(ng/ml) Réplica Respuesta*™

3000 1 0,384181

3000 2 0343118

3000 3 0351783

3000 P 0,342693

3000 S 0,342866

3000 6 0,313638
Promedio de la Respuesta 0,346380

Parimetros Desviacion Estindar 0,022657

CV % 6.54

*Relacién de areas.
Precision interdia (Reproducibilidad).

La reproducibilidad del método analitico se determiné comparando las
pendientes de las curvas de 2 analistas en 2 dias diferentes de andlisis con la prueba:
Anélisis de Varianza.

Los resultados obtenidos a partir del analisis de varianza fueron los siguientes:

Fealculada anatista = 1.16 Fiapias con o= 0.05 es 18.51
Fcalculada g4ia = 1.03  Fiapus con o= 0.05 es 4.46

De acuerdo con el criterio establecido concluimos que El método analitico es
reproducible por los analistas en diferentes dias de andlisis dado que Faptas > Fealculaga

Exactitud al 100%.

Concentracion adicionada | Concentracién obtenida % de recuperacion
(3000ng/ml) (ng/ml)

Réplica 1 2942097 98,07
Réplica 2 - 2670,055 89,00
Réplica 3 _ 2727 484 90,91

Réplica 4 2667245 gg91 *
Réplica 5 2668,385 88,95
Réplica 6 2474754 82,49
Promedio 2691,667 89,72
Desviacién Estandar 150,102 5,003
CV % 5,58 5,58

Limite de Cuantificacién.

Debido a la poca sensibilidad del método utilizado no fue posible cuantificar la
respuesta del compuesto (Area) para las diluciones sucesivas (30, 20 y 10 ng/ml).
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Por lo anterior, el limite de cuantificaciéon para el albendazol quedé
representado por [a concentracion mas pequefia de {a curva de calibracién, la cual pudo
ser cuantificada con precision y exactitud aceptables.

A continuacion se presentan Jos resultados de la concentracidn minima
cuantificable, la cual fue de 150 ng/ml.

Limite de cuantificacién para Albendazol

Concentracion. | Curval | Curva2 | Curva3 | Promedio |Desviacién| CV %
adicionada Estandar
150 0,01430 0,01513 0,01830 0,01591 0,00211 13,28
Concentracion | 140.66 145.48 163.86 150 12.24 - 8.16
obtenida
% de recobro 93.77 96.99 109.24 100 8.16 8.16

Limite de Deteccion.

El limite de deteccion basado en la relacién sefial:ruido = 2, fue de 30 ng/ml para
el albendazol.

Especificidad del Método.

En la figura 6 se presentan los siguientes cromatogramas:

{A) Blanco de la solucién de Hanks’, (B) Solucién de Hanks’, adicionada con: 3000
ng/ml de albendazol.

Los tiempos de retencién para el sulféxido de albendazol y el albendazol
fueron 2.6 y 7.5 minutos respectivamente.

A partir del cromatograma blanco de la solucién de Hanks’, podemos observar
que por parte de la matriz biologica no surge pico alguno en los tiempos de retencioén
del estandar interno y del albendazol, esto nos permite concluir que el método analitico
es selectivo para el albendazol.

Cromalogriama A

X Ciomatogiama B
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Compuesto 13.

Linealidad del Método Analitico.

Relacion de Areas (A comp/A std)
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Conng/ml | CURVA1 CURVA?2 CURVA 3 MEDIA D. Std CV %
30 0,008653 0,006221 0,007081 0,006652 0,000430 G,46
150 0,017923 0,016999 0,019448 0,018123 0,001237 6,82
300 0,024007 0,027298 0,022874 0,024759 0,002258 9,12

1500 0,182200 {,168832 0,208671 0,182568 0,023922 13,10
3000 0,324874 0,395435 0,362713 0,360941 0,036413 9,81
15000 2,724130 2,800486 2,758348 2,761321 0,038216 1,38
Datos de la determinacion de la linealidad del método analitico.
Parametro | Curval | Curva2 | Curva3 | Promedio | Desviacion | CV %
Estandar
m 0.000183 | 0,000188 | 0,600186 0,000186 3,0e-086 1,61
b 0,06513 | -0,06193 | -0,05557 | -0,06088 0,004866 7,99
r 0,006823 | 0,098010 | 0,997755 0,997529 0,000625 0,0626
L.inealidad promedio del
meétodo analitico para
cuantificar al compuesto 13 en !
sofucion de Hanks’
w 2.5 1
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Precisién Intra e Interdia

Precision intradia (Repetibilidad),

Concentracién (ng/ml) Réplica Respuesta*®

3000 1 0,35092

3000 2 0,40759

3000 3 0,41228

3000 4 0,37385

3000 5 0,36464

3000 6 0,39408
Promedio de la Respuesta 0,38384

Parametros Desviacién Estandar. 0,02464

CV % 6.42

*Relacién de areas.
Precision interdia (Reproducibilidad).

La reproducibilidad del método analitico se determindé comparando las
pendientes de las curvas de 2 analistas en 2 dias diferentes de analisis con la prueba:

Andlisis de Varianza.
Los resultados obtenidos a partir del andlisis de varianza fueron los siguientes:

Fcalcuiada analista — 1.24 F{ab]gg conao= 0.05 €3 18.51
Fealculada g, = 0.93  Fups con o =0.05 es 4,46

De acuerdo con el criterio establecido concluimos que El método analitico es
reproducible por los analistas en diferentes dias de analisis dado que Fuplas > Feaicutada:

Exactitud al 100%.

Concentracién adicionada | Concentracion obtenida % de recuperacién
(3000ng/mli) (ng/ml)

Réplica 1 2213,98 73,80
Réplica 2 251866 83,95
Réplica 3 254387 84 80
Réplica 4 233565 - 77,85
Réplica 5 2287,74 76,26
Réplica 6 2448,02 81,53
Promedio 2390,985 79,70
Desviacion Estandar 132,482 4,416
CV % 5,54 5,54

Limite de Cuantificacion.

Debido a la poca sensibilidad del método utilizado no fue posible cuantificar la
respuesta del compuesto (Area) para las diluciones sucesivas (20 y 10 ng/ml).
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Por lo anterior, el limite de cuantificacién para el compuesto 13 quedd
representado por la concentracion mas pequefia de la curva de calibracion, ta cual pudo
ser cuantificada con precisién y exactitud aceptables.

A continuacién se presentan los resultados de la concentracidon minima
cuantificable, la cual fue de 30 ng/ml.

Limite de cuantificacion para el Compuesto 13
Concentracion. ; Curval | Curva2 | Curva3 | Promedio |Desviacién| CV %
adicionada Estandar
30 0.00665 | 0.00622 | 0.00708 | 0.00665 | 0.000430 6.46
Concentracion 29.88 25.38 34.34 29.87 4.48 15
obtenida
% de recobro 99.60 84.60 114.47 99.56 14.93 15

Limite de Deteccion.

El limite de deteccion basado en la relacion sefial:ruido = 2, fue de 20 ng/ml para
el compuesto 13.

Especificidad del Método.

En la figura 7 se presentan los siguientes cromatogramas:

{A) Blanco de la solucién de Hanks’, (B) Solucién de Hanks’, adicionada con: 10,000
ng/ml del estandar interno Sulféxido de albendazol ; y 3000 ng/mli del compuesto 13.

Los tiempos de retencién para el sulféxido de albendazol y ef compuesto 13
fueron: 2.6 y 10.94 minutos respectivamente.

A partir del cromatograma blanco de la solucién de Hanks', podemos observar
que por parte de la matriz biolégica no surge pico alguno en los tiempos de retencién
del estandar interno y del compuesto 13, esto nos permite concluir que el método
analitico es selectivo para el compuesto diclorado derivado del 1-metilbencimidazol.
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Compuesto 14,

Linealidad del Método Analitico.

Relacion de Areas (A comp/A std)

Con ng/m| Curva 1 Curva 2 Curva 3 Media D. Sid CV %
150 0,031028 0,03337 0,02728 0,03055% 0,003072 10,05
300 0,049578 £,051178 0,054918 0,051891 0,002739 5279
1500 0,2707 0,271252 0,310005 0,283085 (,022535 7,935
3000 (,755674 0,692439 £,662934 0,703682 0,047381 6,733

15000 3,751746 4 071592 3,835089 3,886143 {,165922 42649
Datos de la determinacion de la linealidad del método analitico.
Parametro | Curval | Curval | Curva3 | Promedio | Desviacion CV %
Estandar
m 0,000253 | 0,000275 | 0,000258 | 0000262 1.15E-05 4402
b -0,035732 | -0,074321 | -0,052498 | -0,0541837 0.019349 35,71
r 0,989635 | 0,909388 0,99967 0,998564 0.000154 0.0154
Linealidad promedio del %
método analitico para !
cuantificaral compuesto 14 en !
solucién de Hanks’
5 .
§ 4
5
g 2 |
] !
o 1 ;
. ‘
0 5000 10000 15000 20000

ng/mkL




Precision Intra e Interdia

Precision intradia (Repetibilidad).
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Concentracion (ng/ml) Réplica Respuesta*

3000 1 0692439

3000 2 0,688521

3000 3 0,715438

3000 4 0,752456

3000 5 0,683656

3000 6 0,752418
Promedio de Ia Respuesta 0,715988

Parametros Desviacion Estandar 0,297023

CV % 4.15

*Relacion de areas.

Precision interdia (Reproducibilidad).

La reproducibilidad del método analitico se determiné comparando las
pendientes de las curvas de 2 analistas en 2 dias diferentes de anélisis con la prueba:

Analisis de Vartanza.

Los resultados obtenidos a partir del anlisis de varianza fueron los siguientes:

Fealculada anatista = 1.35

Fealculada 4,

Fiabtas cOon o = 0.05 es 18.51

=220  Fipas cona=0.05es4.46

De acuerdo con el criterio establecido concluimos que El método analitico es

reproducible por los analistas en diferentes dias de anélisis dado que Fupias > Featcutada-

Exactitud al 100%.

Concentracion adicionada | Concentracién obtenida % de recuperacion
(3000ng/ml) (ng/ml)

Réplica | 2849706 94,99
Réplica 2 2838,568 94,62
Réplica 3 2937,488 87,82
Réplica 4 3078,778 10283 .
Réplica 5 2854351 95,14
Réplica 6 3078,633 102,62
Promedio 2039.6 98

Desviacion Estandar 113,3675 3,78023

CV % 3,85658 3,85658

Limite de Cuantificacion.

Debido a la poca sensibilidad del método utilizado no fue posible cuantificar la
respuesta del compuesto (Area) para las diluciones sucesivas (30, 20 y 10 ng/ml).
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Por lo anterior, el limite de cuantificacion para el compuesto 14 quedd
representado por la concentracién mas pequefia de la curva de calibracion, la cual pudo
ser cuantificada con precisidn y exactitud aceptables.

A continuacidén se presentan los resultados de la concentracién minima
cuantificable, la cual fue de 150 ng/ml.-

Limite de cuantificacién para el Compuesto 14
Concentracion. | Curval | Curva2 | Curva3 | Promedio |Desviacion] CV %
adicionada ~ Estandar
150 0.03103 | 0.03337 | 0.02728 | 0.03256 | 0.006189 10.05
Concentracion | 153.51 170.02 127.13 150.22 21.63 14.40
obtenida
% de recobro 102.34 113.35 84.75 100.15 14.43 14.40

Limite de Deteccion.

El limite de deteccion basado en la relacion sefial:ruido = 2, fue de 30 ng/ml para
el compuesto 14.

Especificidad del Método.

En la figura 8 se presentan los siguientes cromatogramas:

{(A) Blanco de la solucion de Hanks’, (B) Solucién de Hanks’, adicionada con: 10,000
ng/ml del estandar interno Sulféxido de albendazol ; y 3000 ng/ml dei compuesto 14.

Los tiempos de retencion para el sulfoxido de albendazol y el compuesto 14
fueron 2.6 y 4.92 minutos respectivamente.

A partir del cromatograma blanco de la solucion de Hanks’, podemos observar
gue por parte de la matriz biologica no surge pico alguno en los tiempos de retencién
del estandar interno y del compuesto 14, esto nos permite concluir que el método
analitico es selectivo para el compuesto diclorado derivado del 1-metilbencimidazol.
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Compuesto 15.

Linealidad del Método Analitico.

Relacion de Areas (A comp/A std)

V%

Con ng/mi Curva 1 Curva 2 Curva 3 Media D. Std
150 0,008489 0,007154 0,006182 0,007275 0,001158 15,82
300 0,012747 0,013092 0,014741 0,013527 0,001066 7,878
1500 0,104941 0,113915 0,134114 0,117657 0,014942 12,69
3000 0,291185 0,284423 0,332361 0,302656 0,025848 8,573
15000 2,315183 2,447703 2,412931 2,391639 0,068709 2872
Datos de la determinacién de la linealidad del método analitico.
Parametro | Curval | Curva2 | Curva3 | Promedio | Desviacion CV %
Estandar
m 0,000159 | 0,0600168 | 0,000185 0,000164 4 6E-08 2,794
b -0,086267 | -0,086355 | -0,077254 | -0,0865825 0,0095556 11,03
r 0,007468 | 0,996943 | 0,998352 0,997588 0,0600712 0,0714
Linealidad promedio delm étodo
analitico para cuantificar afl
compuesto 15 en solucion de
Hanks
3
2.5
. o
g 2 |
P % 15
{og :
L2 1
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Concentracién (ng/ml) Réplica Respuesta*

3000 1 0,291185

3000 2 0,300943

3000 3 0,3307568

3000 4 0,31323

3000 5 0,367607

3000 6 0,321927
Promedio de la Respuesta 0,322443

Parametros Desviacién Estindar 0,025797

' CV % 8

*Relacion de areas.

Precisién interdia (Reproducibilidad).

La reproducibilidad del método analitico se determind comparando las
pendientes de las curvas de 2 analistas en 2 dias diferentes de andlisis con la prueba:

Analisis de Varianza.

Los resultados obtenidos a partir del analisis de varianza fueron los siguientes:

Fealculada anajisa = 0.066  Fiapas con o= 0.05 es 18.51

Fcalculada i,

=2.89

De acuerdo con el criterio establecido concluimos que El método analitico es

reproducible por los analistas en diferentes dias de andlisis dado que Frapias > Featcutadas

Exactitud al 160%.

Concentracion adicionada ; Concentracion obtenida % de recuperacién
(3000ng/ml) {ng/ml)

Réplica 1 2303,719 76,79
Réplica 2 2418,097 80,60
Réplica 3 2545079 84,84
Réplica 4 2438,140 81,27
Réplica 5 2769,707 92,32
Réplica 6 2491171 83,04

Promedio 2494,319 83,1440

Desviacion Estandar 157,3018 5,24339

CV % 6,30640 6,30640

Limite de Cuantificacion.

Debido a la poca sensibilidad del método utilizado no fue posible cuantificar la
respuesta del compuesto (Area) para ias diluciones sucesivas (30, 20 y 10 ng/ml).
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Por lo anterior, el limite de cuantificaciéon para el compuesto 15 quedd
representado por la concentracién més pequefia de la curva de calibracion, la cual pude
ser cuantificada con precision y exactitud aceptables.

A continvacion se presentan los resultados de la concentracién minima
cuantificable, la cual fue de 150 ng/ml.

Limite de cuantificacién para el Compuesto 15
Concentracion. | Curval | Curva? | Curva3 | Promedio | Desviacion! CV %
adicionada Estandar
150 0.00849 | 0.00715 | 0.00618 | 0.00727 | 0.001158 15.92
Concentracion | 17913 147.09 123.78 150 27.79 18.52
obtenida
% de recobro 11942 98.06 82.52 100 18.53 18.52

Limite de Deteccion.

El limite de deteccion basado en la relacion sefial:ruido = 2, fue de 30 ng/mi para
e] compuesto 15.

Especificidad del Método.

En la figura 9 se presentan los siguientes cromatogramas:

{A) Blanco de la solucién de Hanks’, (B) Solucién de Hanks’, adicionada con: 10,000
ng/m! del] estandar interno Sulféxido de albendazol ; y 3000 ng/mi del compuesto 15.

Los tiempos de retencién para el sulféxido de albendazol y el compuesto 15
fueron 2.6 y 4.70 minutos respectivamente.

A partir del cromatograma blanco de la solucién de Hanks’, podemos observar
que por parte de la matriz bioldgica no surge pico alguno en los tiempos de retencion
del estandar interno y del compuesto 15, esto nos permite concluir que el método
analitico es selectivo para el compuesto diclorado derivado del 1-metilbencimidazol.
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2. Coeficientes de Distribucion (log D) y Particion (logP).

En la Tabla 3, se presentan los coeficientes de distribucién (log D) determinados
experimentalmente, asi como los coeficientes de particién calculados con el programa
ACD/Log P versién 1.0 (Advanced Chemlstry Development Inc.) para los compuestos
diclorados y el albendazol.

Tabla §. Coeficientes de distribucién (Log D) y particién (Log P)
determinados para los compuestos 13, 14 y 15 derivados del 1-metilbencimidazol y el
albendazol.

Compuesto Log P calculado® Log D determinado
Albendazol 3.01 £0.86 ' 3.669

13 ' 2.76 £ 0.58 3.216

14 2.25+0.59 3.206

15 3.67+0.63 3.210

* Log P calculado con el programa ACD/ Log P

Algunas propiedades fisicoquimicas obtenidas para los compuestos 13, 14, 15 y
albendazol se presentan en la siguiente tabla.

Tabla 6. Propiedades fisicoquimicas determinadas para los compuestos 13, 14 y
15 derivados del 1-metilbencimidazol y ¢] albendazol.

Compuesto | Férmula molecular P.M Rf (sistema) | Punto de fusion
Albendazol C§2H15N3802 265.33 ND* ND*

13 CoHgClLhN, 215.08 0.24° 197-200

14 CgHsCLN; 216.07 0.012,0.34° 246-247

15 CsHsCLN,S 233.12 0.30° 229-232

*ND = No determinado
a) cloroformo-metanol 99:1, 10 ml + 2 gotas de NH4OH concentrado
b) cloroformo-metanol 80:20, 10 ml + 2 gotas de NH4OH concentrado
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3. Estudios de Permeabilidad.

Es importante indicar que para el albendazol se realizaron los estudios de
transporte en ambas direcciones (Apical-Basolateral y Basolateral-Apical) sin embargo,
debido a los problemas de solubilidad de dicho compuesto en la solucién de trabajo y a
la poca sensibilidad del método utilizado no fue posible cuantificar su respuesta para
alguno de los tiempos de muestreo. Por tal motivo, los resultados obtenidos de los
estudios de transporte para el albendazol no se presentan.

Con respecto al compuesto 13, en las Tablas 7 y 8 se presentan las
concentraciones de este compuesto en los diferentes tiempos de muestreo determinadas
mediante el método analitico previamente validado. Se emplearon en estos estudios de
transporte 3 insertos tanto para la direccién Apical/Basolateral (Tabla 7) como
Basolateral/Apical (Tabla 8).

Tabla 7. Concentracidon (ng/mL) obtenida en el estudio de apical a basolateral para el
compuesto 13.

Tiempo (min} Inserto | Inserto 2 Inserto 3 Promedio + DS*
0 0 0 0 0
15 178.2693 185.6615 193.3869 185.7726 £ 7.56
30 265.3233 422.9622 494,901 3943955 £ 117.42
45 442,9854 * 675.7023 559.3438 £ 164.56
60 483.940 457.4029 711.1085 550.8171 + 139.45
90 678.845 613.1184 892.8303 728.2646 £ 146.26

DS* = Desviacion estandar.
* = Muestra perdida

Tabla 8. Concentracion (ng/mlL) obtenida en el estudio de basolateral a apical para el

compuesto 13,

Tiempo {min) Inserto 4 Inserto 5 Inserto 6 Promedio + DS*
0 0 0 0 0
15 525.2624 252.8234 173.6285 317.2381 £ 184.46
30 881.8721 784.5161 668.3189 778.2357 + 106.91
45 1377.258 1041.293 922.9163 1113.822 +235.69
60 1202.877 1078.169 1164.559 1148.535 + 63.88
90 2039.598 1543.925 1633.082 1738.871 +264.23
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Las concentraciones obtenidas para el compuesto 13 en los estudios Apical-
Basolateral, y Basolateral-Apical en los diferentes tiempos, se representan graficamente
en las figuras 10 y 11 respectivamente.

Figura 10. Cinética de absorcion del compuesto 13 determinada del lado apical al
basolateral.

——Inserto 1
—#[nserto 2
—&— |nserto 3
—%— Promedio

Concentracién (ng/mlL)

0 15 30 45 60 90
{min)

Figura 11. Cinética de absorcién del compuesto 13 determinada del lado basolateral al
apical.
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Concentracion (ng/ml)
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{min)
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En las Tablas 9 y 10 se presentan las concentraciones determinadas mediante el
método analitico validado para el compuesto 14 en los diferentes tiempos de muestreo a
pattir de 3 insertos utilizados en el estudio de transporte Apical-Basolateral y

Basolateral-Apical respectivamente.

Tabla 9. Concentracion (ng/mL) determinada en el estudio de apical a basolateral para

el compuesto 14,

Tiempo (min} Inserto 1 Inserto 2 Inserto 3 Promedio + DS*
0 0 0 0 0
15 287.7898 305.5654 247.3375 280.2309 £29.84
30 494.6574 641.4253 4499324 528.6717+ 100.17
45 760.7674 806.534 640.6587 735.9867 £ 85.67
60 942.0752 1035.488 861.5707 046,378 +87.04
90 1236.268 1354935 1132.186 1241.13 £ 111.45

Tabla 10. Concentracidn (ng/mL) determinada en el estudio de basolateral a apical para

el compuesto 14,

Tiempo (min) Inserto 4 Inserto 5 Inserto 6 Promedio + DS*
0 0 0 0 0
15 283.0436 312.7869 370.3916 322.074 + 44.41
30 1051.5592 797.371 765.0922 8§71.3408 + 156.91
45 1777.589 1724.515 1477.507 1659.87 + 160.14
60 2287.749 2030.109 2062.454 2126.77 £ 140.35
90 2637.635 2480.563 2913.597 2677.272 £219.22




Las concentraciones obtenidas para el compuesto 14 en los estudios Apical-
Basolateral, y Basolateral-Apical en los diferentes tiempos, se representan graficamente
en las figuras 12 y 13 respectivamente.

Figura 12. Cinética de absorcion del compuesto 14 determinada del lado apical al
basolateral.
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Figura 13. Cinética de absorcién del compuesto 14 determinada del fado basolateral al
apical.
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En las Tablas 11 y 12 se presentan las concentraciones determinadas por el
método analftico validado para el compuesto 15 en los diferentes tiempos de muestreo a
partir de 3 insertos utilizados en el estudio de transporte Apical-Basolateral y
Basolateral-Apical respectivamente.

Tabla 11. Concentracién (ng/mL) determinada en el estudio de apical a basolateral
para el compuesto 18,

Tiempo (min) Inserto 1 Inserto 2 Inserto 3 _ Promedio £ DS*
0 0 0 0 0
15 146.4322 224202 2252566 198.6302 +45.21
30 302.0585 440.9817 4449766 396.0056 £ 81 .38
45 492.5498 689.9502 604.9839 595.8279 + 99,02
60 684.7747 886.446 788.1695 786.4634 + 100.85
90 048.2026 1053.666 1053.332 1018.4002 + 60.79

Tabla 12. Concentracién (ng/mL) determinada en el estudio de basolateral a apical para
el compuesto 15.

Tiempo (min) Inserto 4 Inserto 5 Inserto 6 Promedio = DS*
0 0 0 0 0
15 164.7369 161.8806 118.1466 148.2547 £ 26.11
30 857.6349 303.1926 378.5452 513.1242 £300.72
45 1077.477 422.1928 517.3391 672.3361 +354.07
60 . 1176.147 548.656 693.0343 805.9458 +328.63
90 1579.306 1405.554 1407.766 1464.2087 * 99.68
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Las concentraciones obtenidas para el compuesto 15 en los estudios Apical-
Basolateral, y Basolateral-Apical en los diferentes tiempos, se representan graficamente
en las figuras 14 y 15 respectivamente.

Figura 14. Cinética de absorcién del compuesto 15 determinada del lado apical al
basolateral.
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Figura 15. Cinética de absorcién del compuesto 15 determinada del lado basolateral al
apical.
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En la Tabla 13 se presentan los valores promedio de los compuestos 13, 14 y 15
en el estudio del lado Apical al lado Basolateral. La cinética promedio de estos
compuestos se representa graficamente en la figura 16.

Tabla 13.Concentracién promedio (ng/mL) obtenida en el estudio de apical a

basolateral para los compuestos 13, 14 y 15,

Tiempo {min)

Compuesto 13

Compuesto 14

Compuesto 15

0 0 0 0

i35 185.7726 £ 7.56 280.2309 + 29.84 198.6302 £ 45.21
30 3943955 +117.42 | 528.6717 £100.17 | 396.0056 + §1.38
45 559.3438 +164.56 | 7359867 £ 85.67 595.8279 £ 99.02
60 550.8171 £139.45 946.378 = 87.04 786.4634 + 100.85
90 7282646 +146.26 | 1241.13+£111.45

1018.4002 £ 60.79

Figura 16. Cinética de absorcion promedio de los compuestos 13, 14, y 15 determinada

del estudio de apical a basolateral.

Concentracion (ng/mL}

—e— Compuesto 13
~-- Compuestoid
—4&— Compuesto 15

0 15 30 45 80 S0

Como se puede observar en la Tabla 13 y en la figura 16, el compuesto que se
absorbe mejor es el 14, seguido del compuesto 15y 13.
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En la Tabla 14 se presentan los valores promedio de los compuestos diclorados
en el estudio del lado Basolateral al lado Apical. La cinética promedio de estos
compuestos se representa graficamente en la figura 17.

El compuesto que se absorbe mas rapidamente es el 14, siendo el compuesto 15
el que menos se absorbe a los tiempos evaluados.

Tabla 14. Concentracion promedio (ng/mL) determinada en el estudio de basolateral a
apical para los compuestos 13, 14 y 15.

Tiempo (min) Compuesto 13 Compuesto 14 Compuesto 15
0 0 0 0
15 317.2381 + 184.46 322,074 £ 44.41 148.2547 +26.11
30 778.2357 106,91 | 871.3408 £ 156.91 | 513.1242 £ 300.72
45 1113.822 +235.69 | 1659.87 £160.14 | 672.3361 +354.07
60 1148.535 + 63.88 2126.77 + 140.35 | 805.9458 + 328,63
90 1738.871 £264.23 | 2677.272+219.22 | 1464.2087 £ 99 68

Figura 17. Cinética de absorcion promedio de los compuestos 13, 14, y 15 determinada
del estudio de basolateral a apical.
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Integridad de las monocapas celulares (Papp del Amarillo de lucifer).

Valores de Papp* obtenidos para el amarillo de lucifer (AL) con las monocapas
utilizadas en los estudios de transporte Apical a Basolateral (1-3) y Basolateral-Apical
{4-6) de los compuestos diclorados 13, 14 y 15 y del albendazol.

Compuesto 1 2 3 4 5 6
13 5.2E-08 | 5.2E-08 | 4 4E-08 7.5E-08 5.9E-08 | 7.2E-08
14
4,1E-08 | 4.1E-08 | 4.6E-08 | 7.3E-08 | 7.1E-08 | 8.5E-08
15 _
2.0E-08 | 24E-08 | 2.7E-08 | 2.9E-08 | 2.3E-08 | 2.3E-08
Albendazol '
1.4E-08 | 2.6E-08 | 6.4E-08 | 2.6E-08 | 2,0E-08 | 2.8E-08

Papp* = Coeficiente de permeabilidad aparente promedio (cm/s)

4. Coeficiente de Permeabilidad Aparente.

En la Tabla 15 se presentan los coeficientes de permeabilidad aparente de los
compuestos 13, 14 y 15 calculados con la formula mencionada en la metodologia.

Tabla 15. Coeficiente de Permeabilidad Aparente (Papp) obtenido de los compuestos
13,14 y 15.

Compuesto | Papp (x 10° cm/s) | Papp (x 10° cm/s)
Apical a Basolateral | Basolateral-Apical
+ DS + DS
13 1.803 £ 5.37E-06 8.804 + 1.19E-06
14 2.406 £ 4,56E-06 9913 + 1.78E-06
15 1.657 + 3.40E-06 5.367 £ 3.14E-06

El compuesto con Papp maés alto en la cinética de apical a basolateral es el
compuesto 14, y con valores de Papp muy cercanos le siguen el compuesto 13 y 15.

Sin embargo, en la cinética de absorcion de basolateral a apical, los compuestos
13 v 14 tuvieron los valores de Papp mas altos, siendo muy cercanos (8.894 y 9.913 x
10° ecm/s respectivamente), el compuesto 15 presenté un Papp menor (5.367 x 106
cm/s).
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5. Coeficiente de permeabilidad aparente como una funcién de la
lipofilicidad.

Para determinar si los grupos CH3, NH2 y SH introducidos en la posicion 2 del
anillo bencimidazol (compuestos 13, 14 y 15 respectivamente ), tienen algin efecto
sobre el coeficiente Papp, se correlacionaron los valores obtenidos de logD con respecto
a los valores obtenidos de coeficiente Papp del lado Apical a Basolateral (figura 18).

No se observé una buena correlacion entre estos dos pardmetros (1 = -0.69)

o  3,00E-05 -
W 2,50E-05 -
% 2.00E-05 - \/{
£ 1.50E-05 -
o 1.00E-05 -
& 5,006-06 -
8 0,00E+00 -~ - \
3,208 3.21 3,216
log D

A Compuesto 14
# Compuesto 15
® Compuesto 13

Figura 18, Correlacion entre el coeficiente Papp y el coeficiente de distribucién (log D)
de los compuestos 13, 14 y 15.
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VII1. DISCUSION DE RESULTADOS

Para realizar estudios de transporte utilizando a la linea celular Caco-2 como
modelo biologico irn vitro se puede utilizar alguno de dos sistemas:

a.- Sistema Transwell
b.- Sistema Snapwell

En este estudio, se planted inicialmente utilizar el sistema snapwell para realizar
los estudios de transporte y determinar el coeficiente de Papp de los compuestos
diclorados y del albendazol. Sin embargo, se detectd un problema de adsorcién de los
diferentes compuestos (alrededor del 50%) a las paredes de las camaras de difusién que
contienen los insertos con las células y que reciben los fluidos en el lado apical y basal,
Por lo que, en su lugar se implementé un sistema tipo transwell, utilizando los insertos
snapwell. En este sistema implementado se emplearon cajas de cultivo tisular sobre las
cuales se colocaron los insertos para tener acceso a ambos lados de la monocapa y
realizar la determinacion Apical/Basolateral y Basolateral/Apical.

A{in cuando las condiciones de los estudios de transporte correspondieron a las
de un sistema transwell, es mas correcto hablar de una combinacion de los dos sistemas,
con la ventaja de contar con insertos que por ser de mayor didmetro en su parte superior
permitieron una mayor iluminacién de la monocapa evitando el riesgo de romperla
durante la toma de muestras. Ademas, los pozos sobre los cuales se colocaron los
snapwell son de mayor tamaiio que los correspondientes para los transwell, esto facilitd
la toma de muestras a partir del pozo evitando el riesgo de mover el inserto lo que
ocasionaria que las soluciones apical y basolateral se mezclaran afectando
indudablemente los resultados obtenidos.

Caco-2 es una linea celular que a pesar de tener su origen en un carcinoma
colorectal humano, verdaderamente es muy similar a los enterocitos del intestino
delgado con respecto a su estructura y funcionalidad. Al igual que las células del
epitelio intestinal, Caco-2 presenta complejos de unidén (constituidos por uniones
estrechas, intermedias y desmosomas) por medio de los cuales las células se unen; sin
embargo, dichas uniones son més cerradas y semejantes a las del intestino grueso que a
las del intestino delgado, por ello, la permeabilidad paracelular (entre las células) de
Caco-2 es parecida a la del epitelio colénico. Dado que los complejos de unién
representan una barrera para la ruta paracelular, es importante verificar su integridad
(integridad de la monocapa) como una prueba de control de calidad.

Con el objetivo de verificar la integridad de las monocapas y garantizar que los
Papp obtenidos no estuvieran afectados por la ruptura de las uniones celulares, se
determiné la permeabilidad al amarillo de lucifer que es una molécula soluble en agua.
Este parametro es importante, ya que las medidas de resistencia eléctrica son menos
sensibles a pequefios cambios en la permeabilidad epitelial.

De esta forma la integridad de las monocapas se verifico al final de cada
experimento al determinar el transporte transepitelial del amarillo de lucifer.
Unicamente aquellas monocapas para las cuales el amarillo de lucifer hubiese obtenido
un Papp < 1 x 107 em/s fueron utilizadas para determinar la cinética del proceso de
permeabilidad.
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A partir de los Papp obtenidos para el amarillo de lucifer es evidente que todas
las monocapas utilizadas cumplieron con el parametro establecido, lo cual nos indica
dos cosas:
¢ Laintegridad de las monocapas no inicamente se mantuvo a lo largo de los estudios
de transporte, sino ademas, se desarrolld una excelente barrera para moléculas
pequefias.

e El manejo de Caco-2 desde el momento de su cultivo hasta el final de los estudios
fue adecuado, pues de lo contraric no se hubiese logrado la formacion y
mantenimiento de las monocapas celulares.

Cabe mencionar que en este estudio se emple¢ al albendazol como compuesto
de referencia considerando que es un compuesto de amplio uso en el tratamiento de
infecciones parasitarias tanto intestinales como extraintestinales, pero que tiene una
biodisponibilidad baja. Por lo que se validé el método analitico para su cuantificacion
en las muestras obtenidas a partir de los estudios de transporte realizados con la linea
celular Caco-2. El coeficiente de permeabilidad aparente y la cinética del proceso de
permeabilidad para el albendazol no se pudo determinar, pues la cuantificacion del drea
del compuesto a los diferentes tiempos muestreados cayd por abajo del limite de
cuantificacion, el cual no pudo ser disminuido debido a la poca sensibilidad del método
utilizado.

Con respecto a la concentracién acumulada de los compuestos 13, 14 y 15 a
través del tiempo dei lado apical al basolateral (figuras 10, 12, 14), la linealidad de las
graficas indica que a la concentracién empleada no hubo saturacién en el transporte de
los compuestos diclorados. Sin embargo, para determinar si el transporte de estos
compuestos ocurre por un proceso de difusion pasiva o activa, se necesita estudiar el
efecto de la concentracion en la velocidad de permeabilidad. Asi, si el proceso es pasivo
la relacién concentracidn vs velocidad de permeabilidad serd lineal y directa, pero si el
proceso es activo se liegard a una concentracién por arriba de la cual la velocidad de
permeabilidad se mantendrd constante.

La diferencia estructural entre los compuestos 13, 14 y 15 radica tnicamente en
el sustituyente en [a posicion 2 en la molécula; por lo tanto, es en funcién de él que se
. establecen las diferencias de polaridad, solubilidad y permeabilidad.

La polaridad es una propiedad de nuestro interés dado que en virtud de ella se
establecen las caracteristicas de sclubilidad para los compuestos no idnicos (52). Las
sustancias no polares o débilmente polares se disuelven en disoiventes no polares o
ligeramente polares, mientras que los compuestos muy polares lo hacen en disolventes
de alta polaridad (como el agua) (52,53). La polaridad de una molécula depende de la
polaridad de sus enlaces, de la forma de la molécula y de los pares de electrones no
compartidos (52).

Un enlace covalente es polar cuando une a dos atomos que difieren en su
tendencia por atraer electrones; es decir, que difieren en su electronegatividad. De
manera que entre mayor sea la diferencia en electronegatividad tanto mas polar serd el
enlace. De los elementos que se encuentran en quimica orgénica la electronegatividad
de mayor a menor es como sigue: F>0>Cl, N>Br>C, H (52).
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En moléculas en las que esperariamos que los enlaces individuales fuesen
polares un arreglo altamente simétrico como es el tetrahédrico puede generar momentos
dipolares nulos (52). '

Los pares de electrones no compartidos contribuyen con un momento dipolar en
direccidn opuesta al momento neto de los enlaces; estos momentos contrarios son casi
de la misma magnitud (52).

Al analizar la estructura quimica de los compuestos diclorados de acuerdo con
los conceptos citados, consideramos lo siguiente:

1. El substituyente metilo (compuesto 13) es un grupo ne polar debido a la falta de
polaridad de sus enlaces covalentes C-C (por medio del cual se une al resto de la
molécula) y C-H; a la falta de pares de electrones no compartidos y a ia geometria
tetrahédrica del grupo. En consecuencia, el compuesto 13 es el de menor polaridad.

2. El substituyente tio (compuesto 15) presenta dos uniones covalentes el enlace S-H y
el enlace S-C (por medio del cual se une al resto de la molécula); sin embargo, la
diferencia en electronegatividad entre el S-H y S-C no es de gran relevancia; no
‘obstante, debido a los pares de electrones no compartidos del S es probable que la
suma de los momentos de enlace individuales se vea aumentada dando lugar a la
_obtencion de una molécula de mayor polaridad que el compuesto 13.

3. El substituyente amino (compuesto 14) es el de mayor polaridad debido a la
polaridad de sus enlaces N-C (por medio del cual se une al resto de la molécula) y
N-H, y a la deslocalizacion del par de electrones no compartido del N, acentuandose
una carga positiva. En consecuencia, el grupo amino le confiere al compuesto 14
una mayor polaridad.

De acuerdo con el analisis, la polaridad de mayor a menor para los compuestos
diclorados es la siguiente:
14>15>13>albz

Ademds, estos compuestos son mas polares que el albendazol, cuya polaridad se
ve disminuida por el sustituyente de la posicidn 5.

Los coeficientes de distribucién lipido/agua (logD) obtenidos para los
compuestos diclorados y el albendazol reflejan la estrecha relacion que existe entre la
estructura quimica de los compuestos y sus propiedades fisicoquimicas (52,53). Es
decir, entre més polar es el sustituyente y por ende la molécula, mayor serd la difusidn
hacia la fase acuosa que hacia la fase orgénica, en consecuencia, la relacion fipido/agua
serd menor, fo contrario sucede para una molécula de menor polaridad, cuya difusién
hacia la fase acuosa serd menor que hacia la fase orgénica dando como resultado una
relacion lipido/agua mayor.

En conclusién, el log D para los compuestos diclorados y el albendazol de
mayor a menor valor es el siguiente:

albz>13>15>14
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Por otro lado, a partir de los resultados obtenidos de coeficiente de Papp, se
observa que ¢l compuesto 14 obtuvo el Papp de mayor valor (2.406 x 10”cm/s) siendo
el mas polar de los compuestos diclorados, lo que nos permite suponer que su mayor
solubilidad en disolventes polares favorecié su permeabilidad transmembrana ya que
unicamente los compuestos disueltos en los fluidos bioldgicos o en este caso en la
solucidén transportadora de Hanks® se encontrarian disponibles para atravesar la
membrana epitelial (20).

En el caso de los compuestos 13 y 15, el valor de Papp para ambos compuestos
fue de 1.803 y 1.657 x 10™ cm/s respectivamente. El compuesto 15 es mas polar que el
compuesto 13, sin embarge esta caracteristica parece no haber influido de manera
importante en la permeabilidad del compuesto

A partir de este anélisis se pone de manifiesto que en la permeabilidad de un
compuesto participan diferentes factores fisicoquimicos que afectan su transferencia a
través de las membranas celulares (naturaleza quimica, pka y grado de ionizacion, peso
molecular, pH en el sitio de absorcién, etc) y no dnicamente su solubilidad o
lipofilicidad (13,19,20).

A este respecto, la falta de correlacion entre el log D y el coeficiente Papp de
cada uno de los compuestos revela como se ha demostrado en varios estudios (10,54)
que la lipofilicidad de un compuestos no predice su absorcion, ya que si bien es cierto
que entre mas lipofilica sea una molécula mas facilmente se particionard dentro de las
membranas celulares lipidicas, también es cierto que su velocidad de disolucién
resultard afectada debido a la polaridad de los fluidos biolégicos (agua). Asi tenemos
que para compuestos polares la absorcion estard limitada por su paso a través de las
membranas celulares lipidicas, mientras que para compuestos no polares (lipofilicos) la
absorcion estard limitada por su velocidad de disolucién en los fluidos bioldgicos.

La absorcidn en humanos de diferentes farmacos después de su administracion
oral ha sido expresada en funcion de los valores Papp, obteniéndose una buena
correlacion (10,11,12). Asi, fos farmacos que se absorben en un 80-100% en humanos
tuvieron valores Papp aproximadamente mayores a 1 x 10 ~® cm/s , mientras que los
farmacos que se absorben en un porcentaje menor tuvieron valores Papp menores a 1 x
10 ™ emy/s.

De acuerdo con lo anterior los valores de coeficiente Papp de los compuestos
diclorados fueron mayores a 1 x 10°° em/s lo que permite suponer que éstos se absorban
en 80-100% al ser administrados in vivo.

Asi mismo, los resultados obtenidos sugieren que la absorcion in vivo de los
compuestos 13, 14 y 15 serd mayor que la del albendazol. El hecho de no haberse
podido cuantificar el paso del albendazol a través de la monocapa celular, sugiere por
un fado gue el albendazol es menos permeable que los compuestos 13, 14 y 15, sin
embargo, su menor solubilidad pudo haber sido el factor limitante en su paso a través de
la monocapa.,

Es importante mencionar que en un estudio posterior realizado en los
laboratorios Absorption System (E.U.) con el asesoramiento del Dr. Ismael Hidalgo, y
empleando otras condiciones cromatograficas, se determiné el Papp de las cuatro series
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de moléculas nuevas derivadas del 1-metilbencimidazol, entre las cuales se encontraban
fos compuestos 13, 14 y 15 evaluados en este estudio.

En ese estudio se emplearon diferentes condiciones cromatograficas, equipo
HPLC, sistema utilizado para realizar los experimentos de transporte, concentracion
inicial, etc. Sin embargo, es evidente que al igual que en nuestro estudio el compuesto
14 tuvo el valor de Papp mayor, seguido del compuesto 13 v del 15. Ademas, aun
cuando los Papp obtenidos en nuestro estudio fueron menores a los reportados por el
estudio realizado en E.U.,, en ambos casos los compuestos diclorados caen en la
categorfa de los compuestos que se absorben en un 80-100% en humanos después de su
administracion oral.

El Papp del albendazol obtenido en el estudio realizado en E.U,, es menor que
el de los compuestos diclorados, lo que confirma la hipétesis establecida en nuestro
estudio.

Con la determinacién del Papp de los compuestos 13, 14 y 15 empleando un
método analitico que no fue validado de acuerdo a los criterios y normas establecidas
para metodos biolégicos se avanzdé en la caracterizacién de estos compuestos,
habiéndose demostrado que tienen buenas caracteristicas de permeabilidad. Sin
embargo, lo ideal es utilizar un método analitico validado de acuerdo a los criterios y
normas establecidas para métodos biologicos quedando por evaluar ademads su eficacia
antiparasitaria in vivo.

El empleo de Caco-2 es una alternativa Gtil a los modelos in vivo e in situ para el
estudio de la absorcion intestinal de farmacos.

Sin embargo, a pesar de las multiples ventajas de Caco-2 es importante no
olvidar que esta linea celular es de origen canceroso y colonico con propiedades de
diferentes partes del epitelio intestinal que incrementan la posibilidad de una diferencia
a partir de las células intestinales normales; carece de la capa de mucus-gel que se
puede unir a los farmacos y disminuir su absorcidn y los experimentos de absorcion se
pueden realizar bajo condiciones donde el metabolismo del farmaco puede quedar
excluido debido a que no todas las hidrolasas del borde en cepillo que han sido
identificadas en el intestino delgado humano estan presentes en las células Caco-2,
ademads, la mayoria de las enzimas y transportadores identificados estan subexpresados.

Actualmente, se dispone de una clona de Caco-2 que necesita inicamente de una
semana para su diferenciacién enterocitica y presenta la capa de mucus-gel. Estas
caracteristicas, nos permitirian por un lado acortar el tiempo necesario para iniciar Jos
estudios de transporte, y por otro lado estudiar el efecto de la capa de mucus-gel en la
absorcion de los compuestos, obteniéndose asi valores de Papp en condiciones maés
cercanas a las reales.
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IX. CONCLUSIONES

1) Los compuestos 13, 14 y 15 tienen un coeficiente de permeabilidad aparente mayor
alx10°cm/s por lo que caen en el intervalo de los compuestos considerados con
buena permeabilidad.

2) El transporte de los compuestos 13, 14 y 15 a través de la linea Caco-2 empleando la
concentracion 100uM, se lleva a cabo por un mecanismo de difusion.

3) No hubo correlacion (r = -0.69) entre los coeficientes de Papp y los coeficientes de
distribucioén lipido/agua (Log D) de los compuestos 13, 14 y 15.
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