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RESUMEN

Resumen

A pesar de que el albendazol es el farmaco de eleccion para el tratamiento de la
neurocisticercosis, su biodisponibilidad esta limitada por su baja solubilidad en el tracto
gastrointestinal, lo que da lugar a una enorme variabilidad en los niveles plasmaticos asi
como en la eficacia clinica. Ello crea la necesidad de investigar nuevas alternativas para
el tratamiento de esta enfermedad. En este contexto, en el presente trabajo se emplearon
dos estrategias: (a) La evaluacion de nuevas moléculas con posible actividad cisticida y
(b) La evaluacion de nuevas formulaciones de albendazol. Para cumplir con la primera
estrategia, se evalud la actividad cisticida de siete nuevas moléculas, analogas del
albendazol. El estudio in vitro se llevd a cabo empleando cisticercos de Taenia
crassiceps de dos cepas diferentes: ORF y WFU, mientras que para evaluar la actividad
in vivo, se empled el modelo de cisticercosis por Taenia crassiceps cepa WFU. Como
referencia se empleo el sulféxido de albendazol (principal metabolito de albendazol). En
la segunda estrategia, se evalué la actividad in vivo de dos nuevas formulaciones de
albendazol, conformadas como sistemas ternarios: albendazol-B-ciclodextrina-
polivinilpirrolidona y albendazol-B-ciclodextrina-pectina. La evaluacion de la eficacia
se llevo a cabo en el modelo de cisticercosis murina utilizando una suspension
comercial (Zentel®) como producto de referencia. El estudio de biodisponibilidad de la
formulacion ternaria albendazol-B-ciclodextrina-polivinilpirrolidona se llevé a cabo en
ratas Wistar. Para la cuantificacion de sulfoxido de albendazol en plasma se utiliz6 un
método de cromatografia de liquidos de alta resolucion previamente validado. Los
resultados mostraron que de las siete moléculas evaluadas, dos de ellas: FHL18 y
FHL19 presentaron actividad cisticida in vitro, tanto en la cepa ORF como en la WFU.
De igual forma, la actividad in vivo del compuesto FHL 18 fue equivalente a la del

albendazol a una dosis equimolar. Los estudios de modelado molecular revelaron que
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RESUMEN

las caracteristicas que debe tener un analogo de albendazol para presentar actividad
cisticida son: Un atomo de hidrégeno en la posicion 1, un grupo carbamato de metilo en
la posicion 2 y un sustituyente ortogonal al anillo benzimidazdlico en la posicion 5.
Asimismo, la molécula debe adoptar una forma de “L” en el espacio para asi poder
interactuar con su sitio blanco: la beta-tubulina. En relacion a las nuevas formulaciones
estudiadas, se encontr0 que el sistema ternario albendazol-p-ciclodextrina-
polivinilpirrolidona presentd la mayor eficacia cisticida. La biodisponibilidad de esta
formulacion fue significativamente mayor a la de la formulacién comercial, lo cual se
reflejo tanto en la velocidad como en la cantidad absorbida. Los resultados obtenidos en
el presente trabajo sefialan que tanto el compuesto FHL18 como la formulacién
albendazol-B-ciclodextrina-polivinilpirrolidona podrian representar dos nuevas opciones

para el tratamiento de la neurocisticercosis.
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ABSTRACT

Abstract

Although albendazole is the drug of choice for neurocysticercosis treatment, its
bioavailability is limited by its low solubility in the gastrointestinal tract. Therefore, a
high inter-individual variability in plasma levels and in efficacy has been found. Thus
the search of new alternatives for the treatment of this disease is still necessary. In this
context, in the present study two different strategies were employed: (a) the evaluation
of new molecules with possible cysticidal activity and (b) the evaluation of new
albendazole formulations. In the first strategy, seven new analogues of albendazole
were evaluated. To assess the in vitro cysticidal activity, Taenia crassiceps cysts strain
ORF and WFU were used. Albendazole sulphoxide (main active metabolite of
albendazole) was used as reference molecule. Murine cysticercosis caused by T.
crassiceps strain WFU was used for the in vivo activity study, using albendazole as
reference. In the second strategy, the in vivo cysticidal efficacy of two new ternary
systems of albendazole with 1) albendazole-B-cyclodextrin-polyvinylpyrrolidone and 2)
albendazole-B-cyclodextrin-pectin were evaluated. The efficacy was assessed using the
murine cysticercosis model and a commercial suspension of albendazole (Zentel®) as
reference product. The bioavailability study of the ternary formulation of albendazole-3-
cyclodextrin-polyvinylpyrrolidone was performed in Wistar rats. Plasma concentrations
of albendazole sulphoxide were assayed using a validated high performance liquid
chromatographic assay. Results showed that from the seven molecules, only two,
FHL18 and FHL19, showed in vitro activity against cysts of strain ORF and WFU.
Furthermore, the in vivo activity of FHL18 was equivalent to that exhibited by
albendazole at the same equimolar dose. Molecular modeling studies revealed that the
cysticidal activity depends on the presence on the molecule of a hydrogen atom at 1-

position, a planar carbamate group at 2-position, and if the substituent at 5-position is
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ABSTRACT

voluminous; it should be orthogonal to the benzimidazolic ring. Also, the molecule
could adopt the “L” shape to accommodate into the cleft of B-tubulin. In regard to the
new formulations, results showed that the ternary system of albendazole-B-ciclodextrin-
polyvinylpyrrolidone exhibited the highest efficacy. The bioavailability of this
formulation was significantly higher than that obtained with the commercial
formulation, which was reflected in the amount and the rate absorbed. The results of the
present study suggest that both FHL18 and albendazole-B-cyclodextrin-

polyvinylpyrrolidone might be alternatives for neurocysticercosis treatment.
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INTRODUCCION

1. Introduccién

La neurocisticercosis es la infeccion parasitaria mas comun del sistema nervioso central
y es causada por la larva del céstodo Taenia solium. Las repercusiones que esta
enfermedad tiene son importantes ya que ocasiona graves dafios en la calidad de vida y
productividad de los individuos infectados (Del Brutto, 2005). En la actualidad, la
neurocisticercosis representa un serio problema de salud pablica, no sélo en paises en
desarrollo de América latina, Africa y Asia, sino también en los Estados Unidos de
América y en algunas naciones europeas que, como Espafia, han experimentado
recientemente un movimiento migracional masivo de gente proveniente de areas
endémicas (Wallin y col, 2004; Imirizaldu y col, 2004). En México, se ha calculado que
el 12% de las intervenciones de neurocirugia son motivadas por la neurocisticercosis y
hasta el 4% de las autopsias revelan la presencia de paréasitos en el sistema nervioso
central (Garcia y col, 2002; Pérez-Ldpez y col, 2003). Farmacos como el praziquantel y
mas recientemente el albendazol ha provisto a los médicos de un tratamiento
farmacol6gico para esta enfermedad. Estudios realizados en nuestro pais han
demostrado la superioridad del albendazol, por su mayor porcentaje de destruccion de
quistes parenquimatosos (75-90%, frente al 60-70% del praziquantel) y por su
capacidad de destruir quistes subaracnoideos (Imirizaldu y col, 2004; Del Brutto, 2005;
Alarcon, 2006). Ademas, el albendazol es mas econdémico y mejor tolerado que el
praziquantel, por lo que es el f&rmaco de primera eleccion en el tratamiento de la
neurocisticercosis. Sin embargo, debido a su baja solubilidad acuosa y absorcion, en
muchos de los casos se requieren altas dosis y larga duracion del tratamiento, por lo que
los regimenes terapéuticos se han modificado y se han intentado esquemas mas cortos
de tratamiento, con resultados parciales (Garcia y col, 2002; Jung y col, 2008). Aunado

a la eficacia variable del albendazol, se suman los diversos efectos adversos sobre el



INTRODUCCION

sistema gastrointestinal que ocasionan las altas dosis y el uso prolongado de este
farmaco (Del Brutto y col, 2006).

Considerando que la neurocisticercosis es una enfermedad que se presenta
principalmente en paises en vias de desarrollo, en los cuales los recursos son escasos, la
investigacion de nuevas formulaciones de albendazol o moléculas con actividad
cisticida es pobre. Con el fin de disminuir la variabilidad en la respuesta terapéutica a
este farmaco, se han desarrollado diferentes estrategias para mejorar su solubilidad y
biodisponibilidad. Una de ellas ha sido el disefio de diferentes formulaciones que
incluyen el uso de distintos surfactantes y tensoactivos (polisorbato 80, taurocolato de
sodio, polietilenglicol y transcutol) (Redondo y col, 1998; Gaur y col, 2007), polimeros
hidrosolubles (hidroxipropilmetilcelulosa, polivinilpirrolidona) (Daniel-Mwambete y
col, 2004; Gaur y col, 2007) y la complejacién con ciclodextrinas. Diversos estudios
han demostrado la utilidad de las ciclodextrinas para mejorar la biodispobibilidad y
eficacia del albendazol, siendo una de las mas utilizadas la hidroxi-propil-p-
ciclodextrina, la cual incrementa significativamente las concentraciones plasmaticas de
sulfoxido de albendazol (principal metabolito activo de albendazol) y la eficacia de
albendazol en diferentes modelos animales y contra diversas infecciones helminticas
(Castillo y col, 1999; Garcia-Rodriguez y col, 2001; Evrard y col, 2002; Casulli y col,
2006). El complejo albendazol- hidroxi-propil-B-ciclodextrina también ha sido evaluado
en humanos por Rigter y col (2004) mostrando que la biodisponibilidad relativa de
albendazol se incrementa hasta 9.7 veces comparada con las tabletas comerciales. Sin
embargo, en la mayoria de los sujetos la ciclodextrina no fue bien tolerada. Por lo que se
debe continuar con la investigacion de métodos para mejorar la tolerancia de las

ciclodextrinas.
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Dentro de la clasificacion de las ciclodextrinas naturales, la p-ciclodextrina es la que
tiene menor costo, esta mas disponible en el mercado y su seguridad se ha comprobado
en diversos estudios (Szejtli, 1987 y 1988; Yamamoto y col, 1990). Esta ciclodextrina
también se ha empleado para incrementar la solubilidad de albendazol; sin embargo, su
baja capacidad de solubilizacion limita su uso. Recientemente, se ha abordado la
estrategia del uso de polimeros hidrosolubles para incrementar la capacidad
solubilizante de la B-ciclodextrina en complejos farmaco-ciclodextrina. Tal es el caso de
la glimepirida y el naproxeno, en los cuales el sistema ternario conteniendo -
ciclodextrina y polivinilpirrolidona muestra mayor eficiencia de disolucion que el
correspondiente sistema binario (Valero y col, 2003; Ammar y col, 2006).

A la fecha no se ha evaluado la utilidad de los sistemas ternarios con B-ciclodextrina y
polimeros hidrosolubles sobre la biodisponibilidad y eficacia de albendazol. Por esta
razén, recientemente en la Facultad de Quimica de la UNAM se prepararon dos
sistemas ternarios con albendazol-B-ciclodextrina-pectina y albendazol-B-ciclodextrina-
polivinilpirrolidona, los cuales podrian incrementar la biodisponibilidad y eficacia de
este farmaco y representar una alternativa farmacéutica.

En relacion a la investigacion de nuevas moléculas con actividad cisticida, en los
ultimos afios en la Facultad de Quimica de la UNAM se han dirigido los esfuerzos a la
busqueda de nuevas moléculas con potencial actividad cisticida. Dado que la actividad
antihelmintica de los benzimidazoles esta relacionada con su union preferencial a la
tubulina helmintica, se ha identificado que la actividad dptima de los carbamatos de
benzimidazol se relaciona con el hidrégeno en la posicion 1 del anillo benzimidazolico
(Lancey, 1988). Con base en lo anterior, se han sintetizado nuevos compuestos analogos
del albendazol con mejor solubilidad y algunos de ellos se han probado contra

protozoarios como Giardia lamblia y Entamoeba histolytica, y contra helmintos como
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Trichinella spiralis (Valdez y col, 2002). A la fecha estos compuestos no han sido
evaluados contra cisticercos de Taenia y dado que son anélogos del albendazol, alguno

de ellos podria representar una alternativa para el tratamiento de esta enfermedad.
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2. Antecedentes

2.1. Taenia solium

El céstodo de Taenia solium es un gusano plano y segmentado que vive adherido al
intestino delgado del hombre. En fase adulta mide de 3 a 8 metros. Posee una cabeza o
escolex de 0.6 a 1 mm y un rostelo que presenta 22 a 32 ganchos en dos coronas, con
los que se fija al intestino del huésped. En la parte final del céstodo, se ubica el estrobilo
que es una cadena de progldtidos que contiene una gran cantidad de huevecillos
esferoides que miden de 10 a 12 micras de diametro, los cuales son expulsados en las
heces del huésped. La fase larvaria de Taenia solium es el Cisticercus cellulosae y es
una pequefia vesicula de aspecto translucido, de forma esferoide u ovoide que mide de 8
a 12 mm, y un punto blanco opaco que corresponde al escolex invaginado (Naquira,
1996).

El hombre es el Unico hospedero definitivo de la Taenia solium adulta, la cual llega al
intestino delgado por la ingestion de carne contaminada con cisticercos, siendo el cerdo
el hospedero intermediario de la forma larvaria (cisticercos). El ciclo bioldgico se inicia
cuando la Tenia adulta desprende huevecillos y éstos son eliminados en las heces de un
individuo parasitado. Estos huevecillos se dispersan en el ambiente, contaminando
tierra, agua y alimentos. El cerdo al ingerir estos huevos desarrolla cisticercosis porcina
y el hombre adquiere la cisticercosis solo si los huevos alcanzan 6rganos o tejidos. En la

figura 1 se presenta el ciclo biologico de la Taenia solium.
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Figura 1. Ciclo biol6gico de Taenia solium.

2.2. Neurocisticercosis

La neurocisticercosis es la enfermedad resultante de la infestacion de la forma larvaria
de la Taenia Solium en el sistema nervioso central. Esta enfermedad es adquirida por la
ingestion de los huevos de la Taenia que son expulsados con las heces de un portador.
En los seres humanos la exposicién a los huevos se facilita por convivir con un portador
de Taenia Solium. Se ha reportado que éste es el principal factor de riesgo para adquirir
la cisticercosis o bien indirectamente por la ingestion de alimentos o agua contaminados
con materia fecal de humano (Del Brutto y col, 2006).

Una vez en el organismo, la diseminacion de los huevos es por via vascular y, en

cerebro especificamente, los parasitos pueden alojarse a nivel de parénquima,
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ventriculos, meninges o una combinacion de éstos (Alarcén, 2006) (Figura 2). Los
cisticercos sufren cambios estructurales que incluyen diferentes etapas: la vesicular o
quistica, la coloidal, la granular nodular y la calcificada; esta ultima representa la forma

no viable del parasito.

Parenquimatosos

Figura 2. Localizacion de cisticercos en el cerebro humano.

2.2.1. Epidemiologia

La Organizacion Mundial de la Salud calcula que cada afio hay en el mundo mas de
50,000 muertes por neurocisticercosis, aunque ésta podria ser una cifra subestimada. La
prevalencia exacta de la neurocisticercosis es desconocida debido a que el diagnéstico
s6lo puede ser confirmado usando estudios de imagen y de liquido cefalorraquideo, lo
cual hace que los estudios epidemiolégicos sean muy costosos (Alarcon, 2006). En
México, estudios de autopsia han demostrado que del 2.5 al 3.6 % de la poblacion tiene
neurocisticercosis. La frecuencia de esta enfermedad en los hospitales de México es alta
y se ha reportado que hasta el 8.6 % de los pacientes hospitalizados la presenta (Pérez-
Lopez y col, 2003; Imirizaldu y col, 2004). Después de la introduccién de la tomografia

computada y la imagen por resonancia magnética se increment6 el nimero de casos de
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neurocisticercosis diagnosticados en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
de México. Esta patologia es un verdadero problema de salud en México, pues el 25%
de todos los procesos expansivos intracraneanos se deben a ella (Takayanagui, 2004;

Velasquez-Pérez y col., 2004; Jiménez-Marcial y col., 2004).

2.2.2. Manifestaciones clinicas

La neurocisticercosis es una enfermedad pleomérfica, debido a diferencias individuales
en el nimero y localizacion de los parésitos, asi como a la amplia variabilidad que
existe en la respuesta inmune del huésped frente al parasito. Las manifestaciones
clinicas son amplias, desde asintomaticas hasta cuadros neuroldgicos graves,
representados por la epilepsia, sindrome de craneo hipertensivo, afeccion de pares
craneales, alteraciones motoras y fendmenos isquémicos. La epilepsia es la
manifestacion clinica méas frecuente de ésta enfermedad, observandose en el 50 a 80%

de los casos de neurocisticercosis parenquimatosa (Del Brutto, 2005; Alarcon, 2006).

2.2.3. Diagndstico

La neurocisticercosis se diagnostica por métodos de imagenologia, como resonancia
magnética o tomografia axial computarizada, los cuales tienen un elevado indice de
confiabilidad. Otros métodos son los inmunoldgicos como ELISA en placa (Del Brutto,

2005).

2.2.4. Tratamiento
El tratamiento de la neurocisticercosis debe ser individualizado, segun el namero,
localizacion y viabilidad del parésito (forma quistica (activa) o calcificada (inactiva)).

El tratamiento puede ser sintomatico, quirdrgico o farmacoldgico. El sintomético esta
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enfocado al control de crisis convulsivas, cefalea o cualquier otra manifestacion. En
éste, se recomienda el tratamiento con antiepilépticos y/o glucocorticoides. El
tratamiento quirdrgico varia de acuerdo a la localizacion y a las caracteristicas de la
lesion secundaria, pudiendo consistir en la reseccion completa del parasito, la
derivacion ventricular y, en la actualidad, la endoscopia cerebral diagnostica y
terapéutica, la cual permite la extraccion de los cisticercos del sistema ventricular y del
espacio subaracnoideo. En relacién al tratamiento farmacoldgico, se emplean los
siguientes farmacos cisticidas: el praziquantel y el albendazol (ALB) (Del Brutto, 2005;
Alarcon, 2006; Jung y col, 2008). ElI ALB es el farmaco de primera eleccion (15 a 30
mg/Kg/dia durante 8 dias) por su bajo costo, mayor permeacién a través de la barrera
hematoencefalica y no interaccion con corticoesteroides, quedando como alternativa
secundaria el praziquantel (50 mg/Kg/dia durante 15 dias) (Alarcén, 2006; Jung y col,

2008).

2.3. Cisticercosis murina causada por Taenia crassiceps

2.3.1. Taenia crassiceps

La Taenia crassiceps es un céstodo comun en el intestino del zorro rojo. La forma
larvaria es el Cisticercus longicollis y se encuentra en varios roedores pequefios y en
topos. El ciclo bioldgico de esta Taenia involucra al zorro como hospedero de la Taenia
adulta y a pequefios roedores como hospederos intermediarios. El ciclo inicia cuando el
zorro ingiere huevos de Taenia crassiceps presentes en las heces de otros caninos. Con
la infeccion, los huevos atraviesan las membranas y al llegar al intestino son
transportados via sanguinea a todos los tejidos subcutaneos y a la cavidad abdominal.

Una vez implantados se desarrollan a cisticercos, los cuales tienen un rapido incremento
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en el tamarfio y en algunas especies desarrollan una espesa estructura en la parte final del
mismo, que constituira el futuro escolex (Freeman, 1962).

Los cisticercos de Taenia crassiceps se pueden reproducir asexualmente por gemacion
cuando se encuentran en la cavidad peritoneal de diferentes especies de roedores. El
metacéstodo desarrolla pequefios brotes exdgenos, los cuales lentamente se desprenden,
formando nuevos cisticercos. En infecciones a largo plazo el cisticerco puede medir de
2 a5 por mm (Chernin, 1975y 1977).

A la fecha, se ha explorado la capacidad infectiva de distintas cepas de cisticercos de
Taenia crassiceps: ORF, KBS, HYG y WFU; estas dos ultimas se distinguen por la
presencia de escllex, mientras que la cepa ORF y la KBS carecen de éste (Freeman,

1962; Dorais, 1969; Fragoso y col, 2008).

2.3.2. Semejanza de Taenia crassiceps con Taenia solium
En general, las especies de Taenia comparten similitudes morfoldgicas, metabdlicas y
fisiologicas. En particular la Taenia solium y la Taenia crassiceps comparten las
siguientes caracteristicas:
a) Ambas requieren de un huésped para su reproduccion
b) Su morfologia es basicamente idéntica y estd caracterizada por un surco que
constituye un canal de alimentacién
c) Su patron de crecimiento es estrobilar
d) Ladiseminacion de huevos es parte de su ciclo de vida
e) Ambas especies poseen un tegumento que constituye una superficie esencial
para la captacion de nutrientes
f) La proporcién de los principales constituyentes como proteinas, lipidos y

carbohidratos es semejante entre especies
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g) Las larvas de estos céstodos son particularmente ricas en glucogeno y sus
niveles pueden alcanzar hasta el 50% de los componentes en base seca

Se ha reportado que la Taenia solium y la Taenia crassiceps contienen una proporcion
similar de glucogeno en la fase de metacestodo (25% y 27%, respectivamente) (Smyth,
1981). Siebert y col. (1978) describieron los cambios a nivel ultraestructural del larvas
de Taenia crassiceps y Taenia solium ante la respuesta inmune del huésped y
encontraron similitudes en la degeneracion del tegumento asociada a la muerte de
ambos parasitos. También se ha reportado que los cisticercos de Taenia solium
comparten antigenos con los de Taenia crassiceps, por lo que esta semejanza permite
utilizar los antigenos de Taenia crassiceps para el diagndstico de neurocisticercosis en
pacientes por ensayo inmunoenzimatico e inmunoblot (Rossi y col, 2000; Pardini y col,
2002). Esto debido principalmente a que la dificultad de obtener cisticercos de Taenia

solium de individuos naturalmente infectados, tales como los cerdos.

2.3.3. Cisticercosis experimental

La cisticercosis se ha estudiado en el hombre, en el cerdo y en otros modelos
experimentales entre los que se encuentra la causada por Taenia taeniaeformis en rata y
raton y la causada por Taenia crassiceps en ratén. Otro modelo que también se ha
empleado es el de Taenia pisiformis en conejo. Sin embargo, este modelo tiene algunas
desventajas, ya que es mas caro y no ofrece la homogeneidad genética que proporcionan
las cepas de roedores (Williams y col, 1982).

Debido a su capacidad de reproduccion asexual, los cisticercos de Taenia crassiceps son
faciles de reproducir y de mantener en el laboratorio por inoculaciones seriadas en el
peritoneo de ratones. Se ha reportado que en ratones blancos de las cepas CFLP, BDF1

y BALB/c existe una mayor susceptibilidad a la infeccion. Esta susceptibilidad se

11
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presenta principalmente entre las 4 y 5 semanas de vida. Asimismo, se ha encontrado
que las hembras desarrollan una mayor cantidad de cisticercos que los machos (Chernin,
1975 y 1977). La cepa BALB/c es la mas utilizada en la infeccion experimental de
muchos helmintos, ya que posee caracteristicas inmunoldgicas apropiadas para el
estudio de la relacion huésped-parasito debido a que presenta las siguientes ventajas:

a) La infeccion es de facil induccion

b) La inoculacién de uno o mas cisticercos permite la obtencion de cientos de éstos

en pocos dias
c) Los parésitos son grandes y se pueden extraer facilmente del peritoneo de los

ratones para su conteo

2.4. Albendazol

El ALB es un benzimidazol carbamato con actividad anti-parasitaria de amplio espectro
y se aprobo por primera vez para el tratamiento de infecciones helminticas en borregos
en 1977 y su uso en humanos se aprobd en 1983 (De Silva y col., 1997). Este
compuesto es un polvo amorfo de blanco a amarillo, con un peso molecular de 265.33

(C12H15N30,S) (Figura 3) y un punto de fusion entre 208-210°C.

/\/S N
—NHCO,CH,
'T'

H

Figura 3. Formula estructural del albendazol.
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Este compuesto es practicamente insoluble en agua y alcohol, ligeramente soluble en
éter y diclorometano, y completamente soluble en 4&cido férmico anhidro,
dimetilsulfoxido y &cido acético (Jung y col, 1998).

En México se vende comercialmente en forma de tabletas y/o suspension, bajo los
nombres de Digezanol, Eskazole, Farmiver, Lurdex, Vermin-plus y Zentel.

Es una molécula amfiprotica tiene dos valores de pKa: 10.47 y 2.90. El primer valor de
pKa se atribuye a la perdida del protén del grupo amino en la posicion 1 del anillo
benzimidazdlico y el segundo valor se atribuye a la protonacion del nitrégeno en la
posicion 3 del anillo benzimidazélico (Jung y col, 1998). La figura 4 muestra el efecto

del pH sobre la ionizacion del ALB.

, O
-/\/5 NH -
H,C \C[\>_WH \CH3
NH

pKg= 280
. i >—O
H,C N—nmH N
CH,
NH
pKa ~ 10.26

PV N O}‘x_o
H,C \C[ \>—:~1 \CH3
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Figura 4. Efecto del pH sobre la ionizacién del albendazol.
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2.4.1. Accion farmacologica

El ALB posee actividad frente a trematodos, céstodos y nematodos. Es Util en dosis
Unica en infecciones como ascariasis, trichuriasis, enterobiasis e infecciones contra
gusanos planos. En dosis multiples se usa para el tratamiento de estrongiloidiasis,
trichostrongiliasis, infecciones por céstodos como hidatidosis, teniasis y
neurocisticercosis. Se usa también contra infecciones como toxicariasis, trichinosis,
himenolepiasis y filariasis (en combinacion con otros antihelminticos) (Pérez-Serrano y
col, 1994; Bennett, 2000). En México se usa para el tratamiento de Ascaris
lumbricoides, Enterobius vermicularis, Necator americanus, Ancylostoma duodenale,
Trichuris trichiura, Strongyloides stercoralis, Taenia sp., Chlonorchis sinensis,
Opisthorchis viverrini, Giardiasis (Giardia lamblia, Giardia duodenalis, Giardia
intestinalis) y Gnathostomiasis (causada por Gnathostoma spinigerum y especies

relacionadas) (Catalogo de Medicamentos Genéricos Intercambiables, 2007).

2.4.2. Farmacocinética

El ALB se absorbe a lo largo del tracto gastrointestinal, siendo el intestino delgado el
sitio de mayor absorcion. En general la absorcion de este farmaco es pobre (<1 % de la
cantidad administrada) debido a su baja solubilidad acuosa (Jung y col, 1998).

Después de su absorcion intestinal, el farmaco se metaboliza rdpidamente en el higado,
y probablemente también por enzimas intestinales (CYP 3 A4), a sulfoxido de
albendazol (SOALB) el principal metabolito activo del farmaco. Estudios de union a
proteinas demostraron que el albendazol se une de 89 a 92% a proteinas plasmaticas,
mientras que el sulfoxido de 62 a 67% (Jung y col, 1998), ésto limita la cantidad de
farmaco libre en circulacion. El sulféxido se distribuye a todo el cuerpo y cruza la

barrera hematoencefalica, por lo que se detecta un alto porcentaje en liquido
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cefalorraquideo (43% de lo encontrado en plasma). Estos niveles, al igual que los de
plasma presentaron una gran variabilidad interindividual, misma que no esta relacionada
con la edad ni el sexo (Jung y col, 1990).

Estudios microsomales en un gran numero de especies indican que existen dos sistemas
enzimaticos involucrados en el metabolismo del ALB como las flavinas
monooxigenasas Yy el citocromo P450 (CYP P450). Estudios en microsomas humanos
muestran que la produccion de SOALB estd mediada tanto por la flavin monoxigenasa
como por el citocromo, y es el CYP 3A4 el principal sistema enzimatico que metaboliza
a este farmaco. mientras que la formacion de la sulfona es principalmente catalizada por
el CYP 1A (Gottschall y col, 1990; Rawden y col, 2000). La figura 5 muestra los pasos

involucrados en la formacion de sulfoxido y de la sulfona de ALB.
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Figura 5. Principales vias metabdlicas de albendazol (ALB). SOALB: Sulféxido
de albendazol, FMO: Flavin monooxigenasa, CYP 3A4: citocromo 3A4.
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Los metabolitos del ALB se eliminan principalmente por excrecion renal. La
concentracion de metabolitos (sulféxido y sulfona) en el higado es baja, careciendo de
importancia esta via de eliminacion. El aclaramiento renal del metabolito en voluntarios
varia entre 158 y 809 mL/h, después de un periodo de 8 h, mientras que la excrecion
urinaria acumulada en 24 h es de 0.09-0.88% de la dosis total (Marriner y col, 1986). La
vida media de eliminacion de este metabolito en pacientes con neurocisticercosis varia
entre 10 y 15 h (Jung y col, 1992) y en voluntarios sanos es de 8.8 £ 4.2 h (Nagy Yy col,
2002).

La dosis propuesta en humanos para el tratamiento de infecciones por nematodos es de
400 mg/dia y los efectos adversos mas frecuentes son el dafio epigéstrico, diarrea,
nadseas, vomito, dolor de cabeza, mareos y rara vez alergia. A altas dosis y uso
prolongado del farmaco, como en el caso del tratamiento de la NCC (400 mg dos veces
al dia durante 8 dias), se pueden presentar anormalidades en la funcion hepatica,
leucopenia y alopecia (De Silva y col, 1997), por lo que se recomienda monitorear la
funcion hepatica y la cuenta de leucocitos durante los ciclos del tratamiento (Smith y
col, 1997; Takayanagui, 2004).

El ALB se considera un compuesto teratogénico ya que causa embriotoxicidad y
malformaciones esqueléticas en ratas y conejos. La respuesta teratogénica en rata se
reporta a dosis de 10 y 30 mg/Kg/dia, durante los dias del 6 al 15 de gestacion y en
coneja prefiada administrada con una dosis de 30 mg/Kg/dia, durante los dias del 7 al 19
de gestacion. La dosis letal media de este farmaco en rata es de 2.4 g/Kg (McKellar y
Scott, 1990; Theodorides y col, 1993).

Tanto el ALB como su metabolito activo tienen efectos embriotoxicos, pero
considerando que las concentraciones plasmaticas del farmaco son indetectables, la

embriotoxicidad se atribuye a su metabolito activo. La Food and Drug Administration
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(FDA) cataloga a éste farmaco como clase “C”, ya que estudios en animales han
revelado efectos adversos en el feto, que pueden ser muerte del embrion, teratogénicos,
u otros, pero no hay estudios controlados en mujeres. Debido a ésto, el uso de este
farmaco en el primer trimestre del embarazo debe ser vigilado y solo si se justifica el
beneficio potencial, considerando el riesgo probable para el feto (de Silva y col, 1997;

FDA, 2007).

2.4.3. Estudios de formulaciones con albendazol

En las ultimas décadas se han abordado diferentes estrategias orientadas a incrementar
la solubilidad y biodisponibilidad del ALB. Redondo y col. (1998), evaluaron la
influencia de dos surfactantes, el polisorbato 80 y el taurocolato de sodio, sobre la
biodisponibilidad de éste farmaco en ratas. El farmaco se disolvio previamente con
dimetilsufoxido y la concentracion final de surfactantes en la formulacion fue de 5 0 10
mM con taurocolato de sodio y de 0.0022% o0 0.22% con polisorbato 80. Los resultados
mostraron que el area bajo la curva (AUC) del perfil plasméatico de SOALB se
incrementd 55% con taurocolato de sodio (5 mM) y 88% con polisorbato 80 (0.0022%),
en comparacion con una solucion del farmaco en dimetilsulfoxido (1%), por lo que la
biodisponibilidad de este farmaco puede ser incrementada por la adicion de surfactantes.
Por otra parte, Gaur y col. (2007) desarrollaron diferentes formulaciones de ALB, todas
ellas contenian al menos 2 de los siguientes ingredientes: polietilenglicol 400 6 6000,
hidroxipropilmetilcleulosa, polivinilpirrolidona, metilcelulosa, acido citrico, acido
estearico, lauril sulfato de sodio y aceite de cacahuate. La efectividad de estas
formulaciones se probd contra filariasis experimental en ratones. Los resultados

mostraron que la actividad de la formulacion conteniendo metilcelulosa (0.06 g/12 mL),
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laurilsulfato de sodio (0.06 g/12 ml) y aceite de cacahuate (6 g/12 mL) fue superior
(43%) a la obtenida con una suspension comercial de ALB (9%).

Otra propuesta fue el desarrollo de una formulacion liquida (Torrado y col, 1997), en la
cual el farmaco se disolvié en un sistema de Transcutol al 40% peso/peso en solucién
amortiguadora de KCI/HCI pH 1.2. Los resultados mostraron que la actividad
antihelmintica de albendazol en ratones infectados con Trichinella spiralis se
incrementd significativamente con la solucion (95.5 %), en comparacion con la
suspension acuosa del farmaco en carboximetilcelulosa (2.38%). Asimismo, los niveles
plasmaticos del metabolito activo se incrementaron, encontrdndose que los valores de
concentracion plasméatica maxima (Cmax) fueron de 45.27 ug/mL y 12.8 pg/mL para la
solucion y la suspension de ALB, respectivamente. Sin embargo, la estabilidad del
farmaco en este sistema no se documento.

Por otro lado, Daniel-Mwambete y col. (2004) reportaron un incremento en la
solubilidad de ALB, al preparar un complejo farmaco-polivinilpirrolidona K12 (1:10)
en medio acido (255.2 pug/mL), en comparacion con el farmaco puro (183.7 ug/mL).
Este incremento en la solubilidad se reflejé en un incremento en la biodisponibilidad del
farmaco. Los valores de AUC y Cmax del metabolito activo con este complejo fueron
de 0.8 ug h/mL y 0.7 pug/mL, respectivamente, y estos valores fueron significativamente
mayores comparados con los valores obtenidos con una suspensién del farmaco en
carboximetilcelulosa con la que se obtuvieron valores de AUC y Cmax de 0.5 ugh/mL y
0.3 ug/mL, respectivamente. Por lo que para este farmaco se observé que un aumento
en la solubilidad en medio &cido correlaciona con un incremento en su
biodisponibilidad.

En otro estudio, Kalaiselvan y col. (2006a) estudiaron el mecanismo de liberacion in

vitro de ALB de dispersiones sélidas preparadas con poloxamero 407 6 polietilenglicol
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como acarreadores. Los resultados mostraron que la disolucion del farmaco fue mayor
(16.1 veces) con el poloxamero en una proporcion 1:5 y de 9.1 veces con una la
dispersion preparada con polietilenglicol, en comparacién con el farmaco puro. Los
estudios de mostraron que los polimeros se asociaron intermolecularmente con el
farmaco permitiendo la inhibicidn de la re-cristalizacién del este ultimo.

Asimismo, Mingjie y col. (2002) reportaron un incremento en la biodisponibilidad
sistémica de ALB en pacientes con Echinococcosis (12.5 mg/Kg), con la administracion
de una emulsion en aceite de soya-agua (30%) en comparacién con las tabletas
comerciales. Los resultados mostraron que los valores de Cmax para las tabletas y para
la emulsion fueron de 1.06+0.38 mg/L y de 1.71+0.47 mg/L, mientras que los valores
de AUC fueron de 13.24+4.93 y 21.01+7.54, respectivamente. La eficacia clinica de
esta formulacion se evalud posteriormente en el tratamiento de pacientes con
Echinococcosis hepética, observandose un 97.2% de eficacia con un tratamiento de 6
meses con una dosis de ALB de 10 mg/Kg. Sin embargo, también se observd un
incremento en las aminotransferasas en un 49% de los pacientes después de 3 meses de
administracion, que disminuyeron al suspender el tratamiento (Chai y col, 2004).

Mas recientemente, Ceballos y col. (2008) evaluaron la biodisponibilidad y la eficacia
antihelmintica de una solucién acuosa de éste farmaco (50 pug/mL, pH 1.2) en ratones
infectados con Echinoccocus granulosus usando una dosis de 0.5 mg/Kg en un intervalo
de 12 h durante 15 dias. Los resultados mostraron un incremento significativo en el
valor de AUC (1.2 ug h/mL) en comparacion con el obtenido con una suspension
acuosa de farmaco en carboximetilcelulosa (0.33 ug h/mL), mientras que el valor de
Cmax obtenido con la solucion y con la suspension fue muy similar, 0.37 ug/mL y 0.34

ug/mL, respectivamente. La reduccion de la carga parasitaria fue del 91% y 85% con la
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solucion y la suspension, respectivamente, por lo que ambas formulaciones fueron
igualmente efectivas.

Muchos de los excipientes usados en las formulaciones mencionadas anteriormente,
pueden tener efecto como mejoradores de la absorcion de ALB, lo cual puede ser (til
para incrementar la biodisponibilidad oral del farmaco. Desafortunadamente, muchos de
estos agentes también pueden ser irritantes para el sistema digestivo, afectando las
membranas bioldgicas, por lo que su uso debe ser restringido.

Ante la necesidad de obtener formulaciones méas seguras, en los ultimos afios se ha
propuesto el uso de las ciclodextrinas como una estrategia para mejorar la solubilidad de
muchos farmacos poco solubles. Estas moléculas son excipientes Gtiles para mejorar la
biodisponibilidad y estabilidad de muchos farmacos, son seguras y no ha mostrado
causar efectos adversos serios después de su administracion. Estas moléculas se
describen méas detalladamente en la seccion 2.5. A continuacion se hace una breve

revision de los estudios realizados con ciclodextrinas y ALB.

2.4.4. Estudios de formulaciones con ciclodextrinas y albendazol

Castillo y col. (1999) evaluaron la influencia de tres ciclodextrinas: la B-ciclodextrina,
la metil-B-ciclodextrina y la hidroxipropil-B-ciclodextrina, sobre la solubilidad y
biodisponibilidad de ALB. La solubilidad del farmaco en agua destilada se incrementd
al utilizar la metil-p-ciclodextrina en una concentracion de 40 mM a 160 mM, mientras
que en una solucioén amortiguadora de CIK/CIH 0.2M, la mayor solubilidad del farmaco
se observé con la hidroxipropil-B-ciclodextrina (1:1). Esta fue elegida por los autores
para preparar el complejo de inclusion sélido, debido a su baja toxicidad y alto efecto en
la solubilizacion del farmaco. Los resultados de farmacocinética en ratones usando una

dosis de 20 mg/Kg muestran que la biodisponibilidad de ALB usando el complejo
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farmaco-hidroxipropil-p-ciclodextrina fue mayor que la obtenida con una suspension
convencional del farmaco en carboximetilcelulosa. En este estudio los valores de Cmax
y AUC fueron mayores con el complejo en comparacion con los obtenidos con una
suspension del farmaco en carboximetilcelulosa (7.6 pg/mL y 26.17 ug h/mL contra
4.51 pg/mL y 18,7 pug h/mL). Asimismo, Garcia-Rodriguez y col. (2001) evaluaron la
biodisponibilidad y eficacia de este mismo complejo en ratones infectados con
Trichinella spiralis. Los autores reportan que la biodisponibilidad de ALB se
incrementd significativamente después de la administracion del complejo farmaco-
hidroxipropil-p-ciclodextrina (1:1), en comparacién con una suspension convencional
de éste en carboximetilcelulosa. La Cmax se incrementd de 7.53 ug/mL a 16.96 pug/mL
y el AUC de 34.296 ug h/mL a 78.185 ug h/mL, después de la administracion de la
suspension y el complejo con ciclodextrina respectivamente. Ademas, se observd un
incremento de la eficacia antihelmintica del farmaco cuando se uso el complejo,
particularmente en la forma adulta del parasito (78%) (dosis de 5 mg/Kg) y la quistica
(82%) (dosis de 100 mg/Kg), en comparacion con la suspension convencional (en la
forma adulta 18% y en la forma enquistada 38%).

Evrard y col. (2002), por su parte, evaluaron una formulacién preparada por la
disolucién de 1.5 mg de ALB/mL en una solucion conteniendo hidroxipropil-p-
ciclodextrina 200 mM vy acido citrico 50 mM. Los resultados mostraron un efecto
sinérgico entre la ciclodextrina y el &cido citrico, ya que esta combinacién logrd un
incremento importante en la solubilidad del farmaco en agua (de 0.2 a 1.7 pg/mL).
También observaron un incremento significativo en la biodisponibilidad relativa del
farmaco en borregos después de la administracién de la solucion con ciclodextrina y

acido citrico, ya que el valor de AUC de la solucién fue 37% mas alto que el obtenido
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con una suspension comercial. Asimismo, la Cmax fue dos veces mayor y el valor de
Tmax se redujo de 9.7 a 2.3 h.

Garcia y col. (2003) evaluaron la biodisponibilidad de una formulacion de ALB
preparada como una solucién con 20% peso/volumen de hidroxipropil-B-ciclodextrina
en 0.2 M de HCI (pH 0.92), en ratones administrados con una dosis de 100 mg/Kg. Los
resultados mostraron que los valores de AUC y Cmax fueron significativamente
mayores (100.2 ug h/mL y 14.4 ng/mL, respectivamente) en comparacion con aquellos
obtenidos con una suspension convencional en carboximetilcelulosa (42.4 pg h/mL y
5.1 ug/mL). La eficacia antihelmintica de esta solucién (dosis 100 mg/Kg) se evalud en
el modelo de Trichinellosis murina y no se observd diferencia en eficacia sobre el
estado larvario de Trichinella spiralis cuando se utilizé la solucion o la suspension
convencional (eficacia de 55.8% y 51.9%, respectivamente). En contraste, si se observo
un incremento en la eficacia sobre larvas enquistadas en el musculo de los ratones
(eficacia de 97.5% y 33% con la solucién y la suspension, respectivamente).

Casulli y col. (2006) evaluaron también la biodisponibilidad y efectividad del mismo
complejo de ALB con hidroxipropil-p-ciclodextrina (1:1) contra larvas de Trichinella
spiralis, pero usando la dosis recomendada para humanos (15 mg/Kg). Los autores
reportan que el valor de Cmax fue similar en los ratones tratados con el farmaco solo y
en los tratados con el complejo. En contraste, cuando se compararon los dos
tratamientos en términos de AUC, se encontr6 una diferencia significativa (p< 0.001),
pues en el caso del farmaco sélo se obtuvo un valor de 2 441 pug h/mL, mientras que
con el complejo fue de 8 384 pg h/mL.

Por otra parte, Rigter y col. (2004) evaluaron la biodisponibilidad de tres diferentes
formulaciones de ALB en voluntarios sanos. Las formulaciones consistieron en una

suspension con aceite de cacahuate y polisorbato 80, una solucion con hidroxipropil--
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ciclodextrina (3 mg de farmaco/mL en una solucion de ciclodextrina al 40 %
(peso/volumen), 50 mM de &cido citrico y 0.15 % de metil-parahidroxibenzoato) y
supositorios con polietilenglicol 4000 (3:1), usando como producto de comparacion
tabletas comerciales (Zentel). Los resultados mostraron que la biodisponibilidad se
incrementd 4.3 y 9.7 veces con la suspension con aceite de cacahuate y con la
formulacion con ciclodextrina, respectivamente. Desafortunadamente, esta ultima
formulacion no fue bien tolerada por los voluntarios ya que siete de diez individuos
presentaron diarrea. En el caso de los supositorios no se detectaron concentraciones
plasméticas del farmaco 6 de su metabolito activo, después de su administracion,
indicando su insignificante absorcidn por esta via de administracion.

Recientemente se han evaluado sistemas multicomponentes como una estrategia para
aumentar la eficacia de las ciclodextrinas como agentes solubilizantes de este farmaco.
Kaliselvan y col. (2006b) obtuvieron un incremento en la solubilidad del farmaco
mediante la preparacion de complejos ternarios con hidroxipropil-B-ciclodextrina y
acidos carboxilicos (1:1:1), tales como: acido fumaérico, acido citrico y acido tartarico.
Los mejores resultados se observaron con los complejos de farmaco-ciclodextrina-acido
citrico y farmaco-ciclodextrin-acido tartarico preparados por el método de amasado, ya
que lograron incrementar la disolucion de farmaco puro de 8.9% a 78.6% y 90.9%,
respectivamente. Asimismo, los autores evaluaron diferentes métodos de preparacion de
estos complejos ternarios, reportando que la biodisponibilidad de ALB en conejos se
incrementd 3 veces después de la administracion del complejo farmaco-ciclodextrina-
acido tartarico, preparado por el método de co-evaporacion, en comparacion con el
complejo preparado como mezcla fisica y con el sistema binario sin hidroxidcido. Esta

misma formulacion mejoré la eficacia antihelmintica del farmaco (90%) contra la fase
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sistémica de Trichinella spiralis (larvas migrantes), en comparacion con una dispersion
solida del farmaco con polivinilpirrolidona (1:1) (60%) (Kalaiselvan y col, 2007).

A pesar de todos estos estudios, no hay reportes del uso de algunas de estas
formulaciones en humanos o de alguna nueva formulacién que sea mas eficaz en el
mercado. Por lo que este proyecto se enfocd a evaluar dos nuevas formulaciones
ternarias de ALB conteniendo B-ciclodextrina y un polimero hidrosoluble.

La B-ciclodextrina fue considerada como la mas idonea para utilizarla en el sistema
ternario, a pesar de su baja capacidad para incrementar la solubilidad de éste farmaco,
debido a que su costo es mucho menor comparado con el costo de la hidroxipropil-p-
ciclodextrina. Es muy importante considerar el costo final de la formulacion, ya que se
debe tener en mente su aplicacion en regiones pobres donde la mejora en la eficacia de
éste farmaco es necesaria. Ademas, recientemente en un estudio realizado por Moriwaki
y col (2008) se resaltd la utilidad de la B-ciclodextrina en combinacion con &cido
acético (1:1) para incrementar significativamente la solubilidad de este farmaco. A
continuacion se hace una breve revision de las ciclodextrinas asi como de los polimeros

hidrosolubles considerados en este proyecto.

2.5. Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas forman un grupo de oligosacéridos estructuralmente relacionados que
contienen varias unidades de glucosa unidas por medio de enlaces glucosidicos a-(1-4)
conformando un anillo, el cual se genera por la ciclacion del almidén, que lleva a cabo
un grupo de amilasas Ilamadas glucotranferasas (Szejtli, 1998).

Entre las ciclodextrinas mas comunes se encuentran la a-ciclodextrina, formada por seis
unidades de D-glucosa; la B-ciclodextrina, que consta de siete unidades de glucosa y la

y-ciclodextrina, constituida por ocho unidades de glucosa. Estas tres ciclodextrinas son
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sustancias cristalinas, no higroscépicas y homogéneas, en las que las unidades de
glucosa se unen para dar lugar a un macro-ciclo con aspecto de cono truncado o toroide,
dejando una cavidad interna que les confiere caracteristicas singulares, entre ellas la
capacidad de formar complejos de inclusién. Las moléculas de ciclodextrina tienen un
extremo que contiene grupos hidroxilo primarios, en el otro extremo grupos hidroxilo
secundarios y en el interior de la cavidad los grupos CH y oxigenos gliocosidicos. Los
extremos de la ciclodextrina que contienen los grupos hidroxilos son muy polares,
mientras que su interior es relativamente no polar. Las estructuras de estos compuestos

se presentan en la figura 6.
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Figura 6. Estructura de las tres ciclodextrinas méas comunes. a-ciclodextrina
(aCD), B-ciclodextrina (BCD) y y-ciclodextrina (yCD).

Debido a la existencia de la uniones a (1-4) entre las unidades de glucosa, todos los
grupos hidroxilo secundarios quedan orientados hacia uno de los bordes de la cavidad,

mientras que todos los grupos hidroxilo primarios se sitian en el borde opuesto. El
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borde correspondiente a los hidroxilos primarios es mas estrecho, debido a que la libre
rotacion de los grupos hidroxilo primarios reduce el didmetro efectivo de la cavidad.
Esta disposicion confiere el aspecto caracteristico de cono truncado a las distintas
ciclodextrinas, de tal forma que la cavidad esta delimitada por los &tomos de hidrégeno
y de oxigeno que forman parte de las uniones glicosidicas (Szejtli y col, 1987) (Figura

7).

Cavidad Apolar Grupos Hidroxi
secundarios

Grupos hidroxi
primarios

Figura 7. Esquema del cono truncado correspondiente a una ciclodextrina.

Los grupos hidroxilo secundarios de los carbonos C-2 de las unidades de glucosa
forman puentes de hidrégeno con los hidroxilo secundarios de los carbonos C-3 de las
unidades de glucosa adyacentes, dando lugar a la aparicion de un cinturon en el borde
de los hidroxilo secundarios. En la Unica ciclodextrina en la que la formacion de los
puentes de hidrdgeno entre las unidades de glucosa es completa es en el caso de la B-
ciclodextrina, lo que confiere a esta una estructura mas rigida y ademés explica su
menor solubilidad en agua con respecto a las otras ciclodextrinas (Loftsson y Brewster,
1996). En la tabla 1 se muestran algunas propiedades fisicoquimicas de las

ciclodextrinas mas comunes.
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de las ciclodextrinas mas comunes.

0 P Y
No. de unidades de Glucosa 6 7 8
Peso Molecular 972 1135 1297
Diametro de la cavidad central (A) 4.7-53 6.0-6.5 7.5-8.3
Solubilidad en agua a 25 °C ( g/100 mL) 14.5 1.85 23.2

Referencia: Loftsson y Brewester, 1996

2.5.1. Absorcion, metabolismo y eliminacion

Después de la administracion oral de las ciclodextrinas se absorben cantidades
insignificantes de forma inalterada a través del tracto gastrointestinal.
Aproximadamente el 2% de o-ciclodextrina y del 1-10 % de la B-ciclodextrina se
absorben en el intestino por transporte pasivo (Frijlink y col, 1990). La mayor parte de
la a-ciclodextrina y la B-ciclodextrina administrada por via oral se metabolizan en el
intestino grueso por la microflora del colon, siendo la glucosa y la maltosa los
principales metabolitos, los cuales se absorben por la misma via que el almidén. No
toda la B-ciclodextrina es digerida, parte de ella se excreta en las heces (Shizuka y col,

1996; Shimpi y col, 2005).

2.5.2. Toxicidad

La administracién oral de las ciclodextrinas naturales no da lugar a problemas de
toxicidad aguda o crénica ni a cambios significativos en los érganos o en los valores
sanguineos bioldgicos normales. La dosis letal media oral ha sido dificil de determinar,
ya que altas dosis no causan la muerte; en ratas es mayor a 12.5, 18.8, y 8 g/Kg para a-

ciclodextrina, B-ciclodextrina y y-ciclodextrina, respectivamente (Szejtli, 1987 y 1988).
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La administracion intramuscular de altas concentraciones de B-ciclodextrina da lugar a
ulceraciones y la intravenosa produce nefrotoxicidad y efectos hemoliticos,
probablemente debido a su alta solubilidad y répida degradacion enzimatica. La dosis
letal intravenosa para a-ciclodextrina y p-ciclodextrina es de 1008 mg/Kg y 788 mg/Kg,
respectivamente. Resultados similares se han obtenido con la administracion
subcutéanea, intraperitoneal e intramuscular (Frank y col, 1976; Gerloczy y col 1985;

Yamamoto y col, 1990).

2.5.3. Derivados de ciclodextrinas

Las ciclodextrinas naturales, particularmente la B-ciclodextrina, tienen solubilidad
acuosa limitada. Esta baja solubilidad se atribuye a la formacion estable de un
“cinturon” de hidrégenos secundarios y a su habilidad de formar un “enrejado” estable
alrededor de la molécula, lo cual limita su interaccién con el agua. Sin embargo, debido

a que posee un didmetro de cavidad de 6 A, adecuada para albergar en su interior

numerosos tipos de farmacos, incluso aquellos que poseen en su estructura grupos
aromaticos, se han hecho diversas modificaciones con el fin de aumentar su solubilidad.
Dichas modificaciones dan origen a los distintos tipos de B-ciclodextrinas tales como las
alquiladas, metiladas, hidroxi-propiladas e hidroxi-etiladas, carboxi-metiladas, con
radicales  sulfo-alquiladas  (sulfobutil-éter-pB-ciclodextrina), etc. Todas estas
modificaciones causan cambios radicales en las propiedades fisicoquimicas de la
ciclodextrina inicial, especialmente incrementdndose su solubilidad (Szejtli, 1998;
Carrier y col, 2007). Estas ciclodextrinas tienen un gran nimero de aplicaciones. Ambos
hidroxi-propil-B-ciclodextrina y sulfobutil-éter-p-ciclodextrina mejoran sustancialmente
la biodisponibilidad oral de cinarizina, glibenclamida, tacrolimus, tolbutamina, entre

otros farmacos (Carrier y col, 2007).
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2.5.4. Formacion de complejos de inclusién con ciclodextrinas

Una de las caracteristicas de las ciclodextrinas es su capacidad para asociarse con
moléculas (huéspedes), estableciendo un equilibrio asociacion-disociacion que se
denomina complejo de inclusién. Esta entidad esta formada por dos o mas moléculas en
las que una de ellas actia como hospedera, incluyendo total o parcialmente a la 0 a las

moléculas huéspedes, y sin que en ninguin caso se establezcan uniones covalentes

(Figura 8)
Kia
—_—> <>
Molécula Hospedero Complejo de
Huesped (CD) inclusion

Figura 8. Representacion esquematica de la formacién de un complejo de
inclusién de un farmaco con una ciclodextrina (CD). K es la constante de
asociacion entre el farmaco y la ciclodextrina en una proporcion 1:1.

Se ha reportado que la inclusion en las cavidades de ciclodextrinas obedece
principalmente a la sustitucion de las moléculas de agua alojadas en el interior de la
cavidad por las moléculas huéspedes de naturaleza menos polar. Szejtli (1998) sugiere
que las moléculas de agua en el interior de la cavidad poseen una entalpia elevada, por
ello la formacion del complejo supone el desplazamiento de las moléculas de agua por
las moléculas huésped y en consecuencia este proceso implica un cambio favorable en
la entalpia.

Para que se forme un complejo de inclusion deben confluir una serie de caracteristicas
geométricas, quimicas y estéricas entre la molécula a incluir y la ciclodextrina. Las
interacciones huésped-ciclodextrina son estabilizadas por puentes de hidrdgeno,
interacciones de van der Waals y uniones hidrofébicas (van Helden, 1992; Ross y

Rekharshy, 1996).
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La complejacion de farmaco con ciclodextrina es un proceso dinamico y usualmente se
describe con la ecuacion (1) y puede ser definida por una constante de asociacion
(Kasoc), donde se encuentran en equilibrio el farmaco libre (Farmacoipe) y la

ciclodextrina (CDyine), con el complejo farmaco-ciclodextrina (Farmaco-CDcomplejo)-

Ecuacion (1)

KaSOC
Farmaco e + CDyjpe <> Farmaco-CDcompicjo

2.5.5. Efecto de las ciclodextrinas en la solubilidad y biodisponibilidad de los
farmacos

Las ciclodextrinas pueden solubilizar farmacos en soluciones acuosas a través de la
formacion de complejos de inclusién, debido a que los grupos hidroxilos del exterior de
las ciclodextrinas son relativamente hidrofilicos, mientras que su interior es lipofilico
(semipolar) (Stella y Rajewski, 1997; Carrier y col., 2007). Los farmacos hidrofébicos
tienen una gran afinidad por la cavidad lipofilica en solucion acuosa, la cual
proporciona un microambiente heterogéneo e hidrofébico, de esta manera la inclusién
de los farmacos en éstas cavidades incrementa su solubilidad y su biodisponibilidad.
También se incrementa la velocidad de disolucion como consecuencia de que los
principios activos se dispersan y posteriormente se solubilizan con facilidad en los
fluidos gastrointestinales. Se ha demostrado que la solubilizacion eficaz del principio
activo depende del tipo de ciclodextrina empleada. Asi, en estudios realizados sobre los
complejos de inclusion de digitoxina, con B-ciclodextrina, 2-hidroxietil-B-ciclodextrina

y 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina, la solubilidad maxima del farmaco se obtuvo con la
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2-hidroxietil-B-ciclodextrina (Yoshida y col, 1988). En la tabla 2 se enumeran algunos
ejemplos de farmacos que mejoran su biodisponibilidad, como consecuencia de la
formacion de complejos de inclusién con una ciclodextrina.

Es importante destacar que dependiendo del farmaco y del tipo de ciclodextrina
empleada para formar el complejo de inclusion, el comportamiento sobre la

biodisponibilidad puede ser diferente (Loftsson y Brewster, 1996).

Tabla 2. Complejos de inclusion con diferentes tipos de
ciclodextrina donde la biodisponibilidad se incrementa
notablemente.

Farmaco Ciclodextrina  Afio de Reporte
Tacrolimus DM-BCD 2001
Itraconazol BCD 2001
Artemisina BCDyyCD 2001
Albendazol HP-BCD 2002

Aciclovir BCD 2002
Flutamida HP-BCD 2002
Nifedipino BCD 2002
Etomidato SBE-BCD 2004
Tamoxifen HP-BCD 2006

BCD es B-ciclodextrina, yCD es y-ciclodextrina, DM-BCD es dimetil-B-
ciclodextrina, HP-BCD es hidroxipropil-p-ciclodextrina y SBE-BCD es
sulfobutil-éter-B-ciclodextrina. Referencia: Stella'y He, 2008.

2.5.6. Ciclodextrinas y polimeros hidrosolubles
Frecuentemente es posible facilitar la solubilizacion de farmacos ionizables a través de
la complejacion con ciclodextrinas y un ajuste de pH o por la adicion de polimeros

hidrosolubles y/o hidroxiacidos a las soluciones con ciclodextrinas (Loftsson y
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Fridriksdottir, 1998). En incremento en la solubilidad de farmacos hidrofobicos es
resultado de un aumento de la constante de formacion del complejo farmaco-
ciclodextrina, debido a que los polimeros son capaces también de aumentar la
solubilidad acuosa de las ciclodextrinas sin disminuir sus propiedades complejantes,
haciéndolas méas factibles como excipientes farmacéuticos, aunque a la fecha no se
conoce el mecanismo de interaccion molecular (Loftsson y col, 1994).

Como se menciond anteriormente, entre las ciclodextrinas naturales, la B-ciclodextrina
tiene una solubilidad limitada en agua y los complejos con farmacos hidrofobicos,
algunas veces no logran incrementar la solubilidad del farmaco. En 1994, Hladon y
Cwiertinia mostraron que la B-ciclodextrina interactia con un gran nimero de derivados
de la celulosa solubles en agua. También se sabe que una pequefia concentracion de
polimero incrementa la habilidad complejante de las ciclodextrinas mejorando la
disponibilidad de los farmacos en soluciones acuosas (Loftsson y col, 1994; Ganzerli y
col, 1996). Dentro de los polimeros usados para este fin se encuentran el polietilen-
glicol, la hidroxipropilmetilcelulosa, la polivinilpirrolidona y la carboximetilcelulosa.

A la fecha existen pocos reportes del uso de la B-ciclodextrina en combinacion con
polimeros hidrosolubles los cuales usados en pequefias proporciones (< 10%), se han
reportado como excelentes candidatos para mejorar la capacidad solubilizante de esta
ciclodextrina. Ammar y col. (2006) reportan que la velocidad de disolucion de
glimepirida de un sistema ternario de farmaco-p-ciclodextrina-polivinilpirrolidona es
dependiente del tipo y de la concentracion de polimero. Los resultados de sus
investigaciones muestran que el empleo de un 5% de polivinilpirrolidona incrementa la
disolucion del farmaco (45%) en comparacién con al farmaco puro (12%). En la seccion

2.6 se describe ampliamente los polimeros hidrosolubles utilizados en este estudio.
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2.5.7. Usos de las ciclodextrinas
Desde 1970 se ha incrementado el numero de patentes relativas a la formulacion de
medicamentos con ciclodextrinas (Uekama y col, 1994; Albers y Muller, 1995;
Thompson, 1997). Las razones se listan a continuacion:
a) Las ciclodextrinas naturales se pueden obtener en grandes cantidades y su
produccidn es relativamente economica.
b) En general, son mucho menos dafiinas, desde el punto de vista toxicolégico, que
otros compuestos que se utilizan como excipientes.
c) Son consideradas como excipientes para una formulacion farmacéutica dada la
seguridad de su administracion, por ello, las distintas farmacopeas (Estados
Unidos, Europea y Japonesa) incluyen monografias relativas a la pB-

ciclodextrina, con los requerimientos que ésta debe satisfacer.

Uno de los avances dentro de la industria quimica ha sido el empleo de ciclodextrinas
como agentes encapsulantes para transportar todo tipo de ingredientes como
saborizantes, vitaminas y cosméticos, entre muchas otras aplicaciones, ya que estas
pueden formar mezclas o complejos de gran estabilidad quimica con mayor solubilidad
en agua.
Las ciclodextrinas tienen la habilidad de alterar las propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas de la molécula huésped a través de la formacién del complejo de inclusion.
Las ciclodextrinas son utilizadas habitualmente para aumentar:

e Lasolubilidad de farmacos poco solubles

e La biodisponibilidad

e Laestabilidad fisica y quimica
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En la tabla 3 se muestran varios de los usos actuales de las ciclodextrinas en la industria

farmaceutica. En Meéxico se comercializan dos formulaciones que contienen f-

ciclodextrina: meloxicam/p-ciclodextrina y benzotiofeno/ B-ciclodextrina (Stella y He,

2008).

Tabla 3. Formulaciones farmacéuticas donde se emplean ciclodextrinas.

Farmaco/ciclodextrina
(nombre comercial)

PGE,/BCD
(Prostarmon E)

PG E1/OLCD
(Prostavasin)

Proxicam/BCD
(Cicladol)

Aceite de ajo/pCD
(Tegra)

Benexato/BCD
(Lonmiel)

Nitroglicerina/BCD
(Nitropen)

Cefalosporina/pCD
(Meiact)

Nimesulid/BCD
(Mesulid Fast)

Nicotina/BCD
(Nicorette)

Dextrometorfano/CD
(Rynathisol)

Omeprazol/BCD
(Omebeta)

Cetirizina/pCD
(Cetirizin)

Indicacion

Induccion de labor de parto

Arteriosclerosis cronica

Analgésico, antiinflamatorio

Antiarterioesclerético

Antiulcerante

Dilatador coronario

Antibiotico

Antiinflamatorio no

esteroideo

Dependencia a la nicotina

Antitusigeno

Bombeo de protones

Antialergénico

Formulacion
(Pais de
comercializacion)
Tableta sublingual
(Japon)

Inyeccion intraarterial
(Japon)

Tableta y supositorio
(ltalia)

Capsulas
(Alemania)

Capsulas
(Japon)

Tableta sublingual
(Japon)

Tableta
(Japén)

Tableta
(Italia)

Tableta sublingual
(Japon)

Tableta
(ltalia)

Tableta
(Alemania)

Colirio
(Alemania)

BCD es B-ciclodextrina. Referencia: Rajeswari y col, 2005.
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2.6. Polivinilpirrolidona

La polivinilpirrolidona (PVP) es un polimero de la N-vinilpirrolidona con un peso
molecular de entre 10,000 a 700, 000. Se le conoce también como plasdone, povidona,
povidonum, poli(1-vinil-2-pirrolidona) (Figura 9). Es un polvo blanco cremoso,
higroscopico. A concentraciones del 10% forma soluciones viscosas, de reaccion neutra
0 ligeramente acida. Es facilmente soluble en agua a 60°C, soluble en cloroformo,
ciclohexanol, etanol, isopropanol, metanol, propanol, butanol, polietilenglicol y
trietanolamina. Este polimero es insoluble en ciclohexano, dietiléter, acetato de etilo,

pentano, tetracloruro de carbono tolueno y xileno.

H P =
LE=y H, |
L —1n
vinil-pirrolidona polivinil-pirrolidona

Figura 9. Estructura de vinil-pirrolidona y polivinilpirrolidona.

Generalmente en los polimeros, el peso molecular promedio se expresa en diferentes
formas: peso, nimero y viscosidad promedio. El peso molecular de éste polimero se
expresa con el valor de K, el cual indica su la viscosidad promedio y esta directamente
relacionado con el peso molecular promedio del polimero.

En la tabla 4 se muestran los valores de peso molecular promedio de los diferentes

grados de PVP comercializados en el mercado.
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Tabla 4. Grados de polivinilpirrolidona comercializados.

PMp Viscosidad de una solucion al Grado
20%, 25 °C (nPa) Comercial
2 000-3 000 4 K12
7 000-11 000 55 K17
28 000-34 000 12 K25
44 000-54 000 20 K30
1 000 000-1 500 000 1000 a 4000 K90

PMp es el peso molecular promedio, NPa es nanopascales.

2.6.1. Absorcion, distribucién y eliminacion

Estudios realizados en ratas a las cuales se les administré la PVP marcada mostraron
que menos del 0.5% de la dosis administrada se absorbe del tracto gastrointestinal. Este
polimero se absorbe escasamente via gastrointestinal y se detecta en la sangre después
de su administracion. Se retiene en el organismo dependiendo del peso molecular y se
reporta que las células reticulo-endoteliales son las que retienen por mayor tiempo este
polimero, aunque las mitocondrias también retienen pequefias cantidades que en pocos
dias son eliminadas sin afectar al organismo (Digenis y col, 1987). Este polimero no
cruza la barrera hematoencefalica ni la barrera placentaria (Ravin y col, 1952). Se
excreta por via renal y se reporta que su vida media de eliminacion depende también de
su peso molecular. Se ha reportado un tiempo de vida media de eliminacion de 12-72
horas para pesos moleculares en el rango de 25,000 a 40,000. Se elimina via filtracion

glomerular (Burnette, 1962).
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2.6.2. Toxicidad
Este polimero es bien tolerado después de su administracion oral por un periodo largo
de tiempo, no es teratogenica, mutagénica ni carcinogénica. La dosis letal media en

ratones es mayor a 15 g/Kg y en ratas de 10 g/Kg (BASF, 2007).

2.6.3. Efecto sobre la solubilidad y biodisponibilidad de los farmacos

La PVP de bajo peso molecular (K16, K25 y K30) se usa como agente solubilizante y
dispersante en la preparacion de formas farmacéuticas inyectables y orales. Un ejemplo
tipico es la formulacion de un jarabe de paracetamol, en el cual la presencia del
polimero (K25) incrementa la solubilidad del farmaco y reduce el sabor amargo (Wen 'y
col, 2005). La dispersion de un farmaco en un acarreador inerte soluble en agua como
éste polimero, en estado solido, conocida como sistema de dispersion soélida, ha
mostrado incrementar la disolucion in vitro de muchos farmacos, tales como furosemina
(lannuccelli y col, 2000), clofazimina (Narang y Srivastava, 2002), lonidamina
(Palmieri y col, 2002) carbamazepina (Sethia y Squillante, 2004) y muchos otros
farmacos poco solubles en agua.

Tantishaiyakul y col. (1996) reportan que una dispersion solida de piroxicam-PVP K30
(1:4) incrementa la disolucion 38 veces en comparacion con el farmaco puro. La
presencia de puentes de hidrégeno intermoleculares entre el piroxicam y el polimero
producen cambios en la estructura cristalina del farmaco y, por lo tanto, en su
solubilidad. Se ha observado que la solubilidad del farmaco en dispersiones sélidas con
este polimero se ve afectada por el peso molecular y la concentracién del este Gltimo.
Tantishaiyakul y col. (1999) evaluaron dispersiones sélidas de piroxicam con éste

polimero grado K17 y K90. Los resultados mostraron que cuando se usa el polimero
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grado K17 (1:1 hasta 1:5) se incrementd la velocidad de disolucion en mayor
proporcién que cuando se uso el polimero grado K90.

En algunos farmacos se ha observado una relacion entre el aumento en solubilidad con
un incremento en la biodisponibilidad. Palmieri y col. (2002) reportan un incremento en
la solubilidad acuosa de la lonidamina con una dispersion sélida de lonidamina:PVP
K29 (1:9). Este incremento se vio reflejado en un aumento en la biodisponibilidad del
farmaco cuando esta formulacion se le administrd a ratas, particularmente el valor de
AUC del farmaco en plasma aument6 1.9 veces en comparacion con el farmaco solo.
Este polimero también se ha usado para incrementar la solubilidad de ALB. Torrado y
col. (1996) evaluaron dispersiones solidas de este farmaco con la PVP grado K12 (1:10,
1:20 y 1:40). Los resultados mostraron que la eficiencia de disolucion se incrementd
significativamente en comparacion con el farmaco solo (de 15 a 20 veces). También se
observé que un aumento en la concentracion del polimero incrementa la eficiencia de
disolucion, lo cual puede explicarse por el efecto humectante y solubilizante del
polimero. El estudio con rayos X de estas formulaciones revel6 que al incrementar la
cantidad del polimero en las formulaciones, se encontré en mayor proporciéon de la
forma amorfa del farmaco en las mezclas, lo cual explica la diferencia en la eficiencia
de disolucion ya que la forma amorfa es mas soluble que la cristalina. Estos resultados
muestran que los sistemas de dispersion solida con polimeros mejoran disolucion de
farmacos con baja solubilidad acuosa como ha sido observado por otros autores
(Kearney y col, 1994; Sethia y Squillante, 2004).

Mallick y col. (2003) evaluaron el mismo sistema de dispersion solida de ALB con la
PVP preparado por el método de co-disolvacion y evaporacion de disolventes,
encontrando un efecto similar al ya observado por Torrado y col. (1996), ya que

demostraron que hay una disminucién de la forma cristalina de el farmaco a medida que
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se incrementa la proporcion del polimero en la dispersion. Ademas, la solubilidad y la
velocidad de disolucion también aumentaron de manera proporcional a la concentracion
del polimero. Recientemente, Kalaiselvan y col. (2006) reportan que una proporcion 1:1
en una dispersion soélida de albendazol-polivinilpirrolidona es la mas 6ptima para tener

una formulacion fisicamente estable.

2.6.4. Principales aplicaciones

A nivel farmacéutico éste polimero tiene diversas aplicaciones. Se utiliza como
aglutinante en la elaboracién de capsulas y tabletas; es Gtil como agente solubilizante en
la preparacion de soluciones oftadlmicas, granulados y tabletas; como agente
solubilizante en la preparacion de inyectables y liofilizados orales; estabilizador de
suspensiones, agente adhesivo en sistemas transdérmicos y geles; estabilizador de
enzimas de diagnostico y como mejorador de la biodisponibilidad de cépsulas, tabletas,

pellets y supositorios (BASF, 2007).

2.7. Pectina

Las pectinas son una mezcla de polimeros &cidos y neutros muy ramificados y de alto
peso molecular que estan formadas fundamentalmente por largas cadenas de unidades
de &cido galacturénico unidos por enlaces glicosidicos a(1-4) (Figura 10). El &cido
puede encontrarse con el grupo carboxilo libre o esterificado por metanol (metoxilado).
También contiene azUcares neutros como la L-ramosa, la cual esta también insertada en

la cadena principal.
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COOCH, COOH
H O\H H O\n
-0 OH H 0 OH H o
H H
OH H OH

— — n

Figura 10. Estructura basica de la pectina. n es el nimero de

unidades basicas en el polimero y varia dependiendo del grado

de polimerizacion.
Las pectinas constituyen el 30% del peso seco de la pared celular primaria de las células
vegetales. Son componentes de la dieta normal y se han aprobado por la FDA y por el
comité de expertos de la Organizacion Mundial de la Salud y la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion para ser usadas como aditivos
(WHO, 1974). En presencia de agua forman geles y son solubles en disoluciones
acuosas. Se ha observado que a mayor grado de esterificacion, las pectinas presenta una
mayor solubilidad acuosa. Estas pueden ser insolubles en presencia de calcio o de otros

cationes bivalentes por la formacion de pectatos calcicos que precipitan en solucion.

También son insolubles en alcohol.

2.7.1. Tipos de pectinas

Comercialmente, las pectinas se dividen de acuerdo a su grado de esterificacion, el cual
se calcula con base en la proporcién de los grupos carboxilo metilados entre los
carboxilos totales de las moléculas de &cido galacturénico. Considerando esto las
pectinas se dividen en pectinas de alto metoxilo cuyo grado de esterificacion es mayor a
50% y de bajo metoxilo cuyo grado de esterificaion es menor a 50%. Ademas, las

pectinas de bajo metoxilo pueden ser amidadas o no (Figura 11).
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Pectina de alto metoxilo

GO0 oH OO0 o+
[+] = a
[+] [+]
O e oM [ ]

Pectina de bajo metoxilo

Figura 11. Estructuras de pectinas de alto metoxilo y de bajo metoxilo.

2.7.2. Absorcion y eliminacién

Después de su ingestion, las pectinas son digeridas en la parte inferior del intestino. Un
estudio en ratas reporta que el 20% de la pectina ingerida se detecta en las heces.
Estudios en humanos revelan que méas del 50% de las pectinas se digerieren en el colon
y que las enzimas bacterianas estan involucradas en esta degradaciéon (Khotimchenko y

col, 2006).

2.7.3. Seguridad

Las pectinas son seguras cuando se ingieren a niveles razonables. En humanos se
recomienda una dosis de 0-25 mg/Kg (Liu y col, 2003). En ratas la dosis donde no se
observan efectos toxicos corresponde a un 5% de la dieta normal, equivalente a 2500
mg/Kg de peso. Estudios realizados en ratas reportan que las pectinas no son
teratogénicas ni tdxicas cuando se administran en las dosis recomendadas (WHO,

1974).

41




ANTECEDENTES

2.7.4. Efecto sobre la solubilidad y biodisponibilidad de los farmacos

Miyazaki y col. (2000) evaluaron una formulacién de diltiazem con una mezcla de
pectina K90 y hidroxipropilmetilcelulosa. Los resultados mostraron que una proporcion
1:1 de los polimeros lograron una liberacion sostenida del farmaco en comparacion con
el farmaco formulado s6lo con etil-celulosa. Asimismo, se ha reportado que una
solucion acuosa de pectina del 1 al 1.5% peso/volimen adicionada con iones calcio
logra la liberacién sostenida de ambroxol en ratas, debido a que los iones liberados en el
medio &cido del estbmago provocan que el sistema farmaco: polimero gelifique in situ,
lo cual causa una lenta liberacién del farmaco. La biodisponibilidad del farmaco
disminuye en un 64% en comparacion con aquella obtenida con una formulacién
comercial (Kubo y col, 2004). Recientemente, un complejo de pectina:quitosan (1:9)
con vancomicina, demostré una gran fuerza mucoadhesiva y la habilidad de hincharse
en condiciones de pH alcalino, de tal forma que puede liberar lentamente el farmaco en

condiciones alcalinas, las cuales prevalecen en el colon (Bigucci y col, 2008).

2.7.5. Principales aplicaciones

Comercialmente, las pectinas se utilizan como aditivos para dar consistencia a diversos
productos en la industria alimentaria. A nivel farmacéutico son consideradas como
acarreadores de farmacos cuya liberacion es a nivel de colon (para accién sistémica o
para el tratamiento topico de enfermedades como colitis ulcerativa, carcinoma de colon,
etc.). También son consideradas como candidatas para uso farmacéutico como
acarreador de una variedad de farmacos para liberacién controlada. La mas atractiva
propiedad de las pectinas a nivel industrial es su actividad gelificante, esta caracteristica
estd determinada por el tipo, la concentracion, el grado de esterificacion, el grado de

amidacion, las modificaciones de los grupos hidroxilo, el pH de la solucion, la
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temperatura y la presencia de cationes. Todos estos parametros son interdependientes y
son proporcionales al peso molecular e inversamente proporcionales al grado de
esterificacion de la pectina. Las pectinas de alto peso molecular se han empleado como
hidrogeles para la liberacién de farmacos. Se ha observado que las pectinas de alto
grado de esterificacion presentan la formacion de areas hidrofébicas paralelas al eje
helicoidal, al cual puede expandirse tan extensamente que reduce dramaticamente la
solubilidad acuosa de éstas. Las pectinas de alto grado de esterificacion también
gelifican en presencia de grandes concentraciones de azUcar. Las pectinas de bajo grado
de esterificacion son altamente solubles en agua y gelifican sélo a valores de pH
extremadamente bajos en solucion o en presencia de cationes divalentes (Liu y col,
2003).

El efecto de la adicion de diferentes polimeros como hidroxipropil-metilcelulosa,
carboximetilcelulosa, pectina y la PVP sobre la solubilidad de ALB contenido en el
sistema binario farmaco-p-ciclodextrina fue evaluado recientemente por Rivas (2007).
Los resultados mostraron que un 5% de pectina 6 PVVP incrementan significativamente
la solubilidad acuosa y la velocidad de disolucién de este farmaco. Es por ello que en el
presente proyecto se decidid evaluar la influencia de estos dos polimeros sobre la

eficacia y biodisponibilidad de éste farmaco en presencia de B-ciclodextrina.
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3. Justificacion del trabajo

El albendazol es el farmaco de primera eleccion para el tratamiento de la
neurocisticercosis. Sin embargo, su absorcién es baja, por lo que se requiere del uso de
altas dosis y larga duracién del tratamiento con resultados parciales. Dado que esta
enfermedad se presenta particularmente en paises pobres, la investigacion de nuevas
moléculas y/o formulaciones de albendazol no es prioritaria para la industria
farmacéutica trasnacional, por lo que es necesario que nuestro pais continGe con la
investigacion preclinica de nuevas moléculas, asi como con la busqueda de nuevas
formulaciones de albendazol que sean mas efectivas para el tratamiento de este

padecimiento.
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4. Hipdtesis
Las hipotesis planteadas fueron las siguientes.
1. Al menos uno de los analogos de albendazol presentara actividad cisticida.
2. Las nuevas formulaciones de albendazol presentaran mayor eficacia vy

biodisponibilidad que la suspension comercial.
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OBJETIVOS

5. Objetivo general

Encontrar una nueva alternativa para el tratamiento farmacolégico de la

neurocisticercosis.

5.1. Objetivos especificos

b)

d)

Evaluar la actividad in vitro de los anélogos al albendazol en cisticercos de

Taenia crassiceps.

Evaluar la actividad in vivo del analogo que haya mostrado una actividad in vitro

semejante a la obtenida con sulfoxido de albendazol, empleando para ello el

modelo de cisticercosis murina.

Evaluar la actividad in vivo de las nuevas formulaciones de albendazol,

empleando el modelo de cisticercosis murina.

Caracterizar la farmacocinética de la formulacion de albendazol que presente la

mejor actividad cisticida.
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6. Parte experimental
Para cumplir con los objetivos, el proyecto se dividio en dos partes:
e Parte I. Evaluacion de analogos de ALB.
e Parte Il. Evaluacién de formulaciones de ALB con B-ciclodextrina y polimeros
hidrosolubles.

El diagrama de trabajo utilizado se muestra en el esquema 1.

Seleccidn de anadlogos y formulaciones de ALB

v v

Parte I. Evaluacion de analogos de ALB Parte 11. Evaluacién de formulaciones de
ALB con B-ciclodextrina y polimeros
l hidrosolubles
Estudios de actividad cisticida Estudios de eficacia cisticida

! 1

» L Estudio de biodisponibilidad de las nuevas
Evaluacion de la actividad in vitro formulaciones de ALB
Determinacion de la concentracion Desarrollo y validacion del método

efectiva 50 (CEso) analitico para cuantificacion de SOALB

en plasma de rata

| |

Estudio piloto de biodisponibilidad de
Evaluacién de la actividad in vivo ALB en rata

l l

Estudio final de biodisponibilidad l

Estudio de modelado molecular

Esquema 1. Diagrama de trabajo utilizado en el proyecto.
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PARTE EXPERIMENTAL

Parte |I. Evaluacion de analogos de albendazol

6.1.1 Estudios de actividad cisticida

6.1.1.1 Reactivosy equipo

Sulféxido de albendazol (99% de pureza, fue donado gentilmente por la M. en
C. Alicia Hernandez Campos de la Facultad de Quimica de la UNAM)
Albendazol (GlaxoSmithKline, México)

Medio de cultivo Dulbecco’s Modificado (Sigma-Aldrich CO, USA)

Suero fetal bovino (GIBCO Invitrogen CO, USA)

Antibioético-antimicotico (penicilina G, estreptomicina) (GIBCO Invitrogen CO,
USA)

Bicarbonato de sodio (Sigma Chemical CO, USA)

Hidrdxido de sodio RA (J.T. Baker, USA)

Solucion salina al 0.9 % estéril (PiSA, México)

Dimetil sulféxido RA (Sigma-Aldrich CO, USA)

Etanol RA (J.T. Baker, USA)

Metanol RA (J.T. Baker, USA)

Frascos de cultivo de 50 ml con filtro (Corning Inc, USA)

Membranas de filtracion de 0.22 um (Millipore, Ireland)

Campana de flujo laminar, modelo HB 2448 (Holten, USA)

Incubadora de temperatura controlada y con flujo de CO, modelo 304 (Napco,
USA)

Microscopio de luz invertida modelo ICM 405 (Carl Zeiss Inc, USA)
Cremofor EL (Fluka, Alemania)

Jeringas de insulina de 1 mL (Becton Dickinson, México)

Tubos de centrifuga de 15 mL fondo cénico (Kimax, USA)
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= Sonda esofégica para raton curva punta bola, calibre 18 de acero inoxidable
(Popper and CO, USA)

= Cajas de acrilico de 25x15, con filtro (Nalgene CO, USA)

Material Biologico

= Ratones hembras BALB-C de 8 semanas de edad

= Parasitos: Cisticercos de Taenia crassiceps cepas ORF y WFU los cuales se
obtuvieron del peritoneo de ratones previamente infectados. Los ratones
infectados con cisticercos fueron donados gentilmente por el Dr. Javier
Ambrosio de la Facultad de Medicina de la UNAM. Los parésitos se lavaron con
solucion salina 0.9%. Para los experimentos solo se seleccionaron los cisticercos
viables. Durante la evaluacion de actividad cisticida tanto in vivo como in vitro,

los cisticercos se mantuvieron por inoculacién seriada.

6.1.1.2 Preparacion de soluciones y medio de cultivo

Preparacion del medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado para los estudios in vitro se prepard de la siguiente
manera: Se pesaron 17 g de medio de cultivo Dulbecco’s modificado, los cuales se
disolvieron en 800 mL de agua destilada, se agregaron 3.7 g de bicarbonato de sodio y
se agitd hasta disolver. EI pH del medio se ajustd a 7.3 con hidréxido de sodio 0.1N y se
afor6 a 1000 mL con agua destilada. A 900 mL de medio se le agregé 100 mL de suero
fetal bovino y 10 mL de antibiotico-antimicotico (penicilina G, estreptomicina). El
medio se filtro a través de membranas estériles de 0.22 um y se guardo en refrigeracion

hasta el momento en que fue utilizado.
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Preparacion de soluciones de analogos de albendazol

Los andlogos de albendazol se disolvieron en dimetil sulféxido para obtener una
solucion de 1 mg/mL de cada uno de ellos. Se tomo una alicuota de 100 uL de esta
solucion y se transfirié a un matraz de 10 mL, la cual se llevé a volumen con agua, esta
solucion contenia 10 ug/mL. De esta solucién se tomd una alicuota que fue adicionada
al medio de cultivo para obtener concentraciones de cada compuesto de 0.28 uM y 1.7
uM, equivalentes a la concentracion efectiva 50 y 90 del SOALB, previamente
determinada en cisticercos de Taenia crassiceps cepa ORF (Palomares y col, 2004).
Como estandar de comparacion se preparé el SOALB a las mismas concentraciones
usando el mismo procedimiento y como control se prepar6 una solucion de dimetil

sulféxido al 0.2 %.

6.1.1.3 Evaluacion de la actividad cisticida in vitro de los analogos de albendazol
en cisticercos de Taenia crassiceps cepa ORF

Los compuestos evaluados se muestran en la tabla 5. Todos ellos fueron sintetizados en
el Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica de la UNAM por el Dr.
Francisco Hernandez Luis.

Para la evaluacién de la actividad cisticida, se depositaron en cajas de cultivo 5 mL de
medio adicionado con cada uno de los compuestos a las concentraciones seleccionadas,
se depositaron 25 cisticercos de Taenia crassiceps cepa ORF y se incubaron a 37°C y
una atmosfera de 5% de CO, durante once dias. Como estandar de comparacion se
utiliz el SOALB y como control se prepar6 una solucion de dimetil sulféxido al 0.2 %.

Este procedimiento se realizé por triplicado para cada concentracion y cada compuesto.

La mortalidad se registro cada tercer dia con ayuda de un microscopio de luz invertida y

los criterios de mortalidad fueron: pérdida de fluido quistico, pérdida del movimiento
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del parésito y degradacion de la membrana. El dia 11, se realizé una prueba adicional, la

tincion de los parasitos con azul de tripano, que es un marcador de viabilidad celular,

para corroborar la muerte de los parasitos.

Tabla 5. Estructuras de los andlogos de albendazol evaluados

Nombre quimico

[5-(Propilsulfinil)-1H-
bencimidazol-2-
iljcarbamato de metilo

[1-Metil-5-(propiltio)-
1H-bencimidazol-2-
iljcarbamato de metilo

[1-Metil-6-(propiltio)-
1H-bencimidazol-2-
ilJcarbamato de metilo

2-([Metoxicarbonil]
amino)-1H-
bencimidazol-5-
carboxilato de 4-
nitrobencilo

[(5-piperidin-1-
ilcarbonil)-1H-
bencimidazol-2-il]
carbamato de metilo

{5-[(Metilamino)
carbonil]-1H-
bencimidazol-2-il}
carbamato de metilo

Metil[5-(propiltio)-
1H-bencimidazol-2-il]
carbamato de metilo

(5-Cloro-1H-
bencimidazol-2-il)-
carbamato de metilo

Clave Estructura
0
/\/S N
SOALB H,C j@[ H-NHeooCH,
N
)
FHL13 S N
H,C \C[ > —NHCOOCH,
X
CH

3

fhs
FHL14 LS N
5 \CE ,)—NHCOOCH,
N
0
FHL18 N N
/©/\ “Y—NHcoocH,
O,N N
H

O
FHL19 N
O\l \>—NHCOOCH3
\
H

(0]

NH N
\>—NHCOOCH3
N

|
H
/\/S N
H.C
JPV001 3 NN H
| CH,
H
JVG40 cl N
\CE \>;NHCOOCH3
N
|

H

NLB24 H,C..

PM

(ClogP)

281.30
(0.86)

279.36
(3.13)

279.36
(3.13)

370.32
(2.94)

302.33
(0.68)

248.24
(0.1)

279.36
(2.97)

225.63
(2.06)

SOALB: sulféxido de albendazol, PM: peso molecular, ClogP calculado con el software ACDlabs (ACD

Inc, Canada).
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6.1.1.4. Determinacion de la CEs, de los compuestos FHL18 y FHL19 en cisticercos
de Taenia crassiceps cepa WFU

Considerando que los compuestos FHL18 y FHL19 presentaron actividad cisticida, se
procedio a realizar otro estudio para calcular la CEsg. Para ello se prepararon diferentes
soluciones de cada compuesto, el rango de concentracion fue de 0.14 a 2.7 uM y se
siguid el procedimiento de incubacion de los parasitos y la evaluacion de la mortalidad
descrito en la seccion 6.1.1.3. Como estandar de comparacion se prepard el SOALB a
las mismas concentraciones que los analogos y como control se preparé una solucion de

dimetil sulféxido al 0.2 %.

6.1.1.5. Evaluacion de la actividad cisticida in vivo de albendazol y FHL18 en
cisticercos de Taenia crassiceps cepa WFU

Para el estudio de actividad in vivo se emple6 el modelo de cisticercosis murina con la
cepa WFU. La infeccion experimental se llevé a cabo de la siguiente manera: A ratones
hembras BALB/c de 8 semanas de edad se les inyect6 por via intraperitoneal de 30 a 35
parésitos por raton. Los animales se mantuvieron en condiciones adecuadas de
temperatura (24-25°C), humedad (55% =+ 5%) y ciclo luz/oscuridad (12h/12h)
especificadas por la NOM-062-ZO0-1999, recibieron agua y comida ad libitum.
Después de 1 mes de infeccidn, los animales se dividieron en grupos para recibir el
tratamiento farmacoldgico.

Previo al estudio de actividad in vivo, se determind la dosis efectiva del ALB, el cual se
utiliz6 como compuesto de referencia, dado que no existe informacion de su actividad
en la cepa WFU de Taenia crassiceps. Para el estudio se utilizd el farmaco puro
(materia prima de GlaxoSmithKline, Lote: F030), el cual se suspendié en cremofor al

2% en agua. El rango de dosis evaluado fue de 15 a 250 mg/Kg.
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Se emplearon 36 ratones infectados con cisticercos de Taenia, los cuales se dividieron
al azar en 6 grupos de 6 animales. A cada uno de los grupos se les administré una dosis
diferente del farmaco una vez al dia durante 5 semanas consecutivas por via
intragastrica. Al grupo control se le administré una solucion de cremofor al 2% durante
el mismo periodo. Concluido el tratamiento farmacol6gico, los ratones se sacrificaron
por dislocacion cervical, se extrajeron los parésitos de la cavidad peritoneal y se
depositaron en una caja petri para su conteo. La respuesta al tratamiento se reportd
como el porcentaje de eficacia y se calculo con la formula 1. Donde Pcontrol es el
nimero de parésitos encontrados en el tratamiento control, Ptrata es el numero de

parasitos encontrados después de cada tratamiento.

% Eficacia = Pcontrol - Ptrata X 100 Férmula (1)

Pcontrol

6.1.1.6. Evaluacion de la eficacia in vivo del andlogo FHL 18

Para la evaluacion de eficacia cisticida in vivo se seleccioné el compuesto FHL18 el
cual presento la mejor eficacia in vitro. La dosis utilizada fue de 216.6 mg/Kg de peso
que es una dosis equimolar a la dosis de 150 mg/Kg de ALB (farmaco de referencia),
que fue la que presentd la mejor eficacia cisticida in vivo. Para el estudio se prepar6 una
suspension del compuesto FHL18 6 del farmaco de referencia de 30 mg/mL en una
solucion de cremofor al 2% en agua. Se emplearon un total de 18 ratones previamente
infectados con cisticercos de Taenia, y se dividieron en 3 grupos de 6 animales. Al
grupo 1 se le administr6 el ALB, al grupo 2 el FHL18 y al grupo 3 una solucion de
cremofor al 2% en agua (grupo control). A cada raton se le administré el farmaco

correspondiente via intragastrica una vez al dia durante 5 semanas consecutivas,
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empleando una canula de acero inoxidable. Concluido el periodo de tratamiento, los
parasitos se extrajeron del peritoneo, se lavaron 3 veces con solucion salina, se
homogenizaron a fin de romper las membranas y liberar el fluido quistico, y
posteriormente se centrifugaron a 3000 rpm por 25 minutos. El sedimento se transfirio a
frascos de vidrio, se congeld por 4 horas a -70°C, se sec0 por liofilizacion y se peso. La
eficacia se calcul6 en base al peso seco utilizando la formula 1 (pagina 52).

Los resultados de eficacia se compararon estadisticamente mediante un analisis de
varianza y una prueba de comparaciones multiples (Tukey) a un nivel de significancia

de 0.05 (P< 0.05).
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Parte Il. Evaluacion de formulaciones de albendazol con B-
ciclodextrina y polimeros hidrosolubles

6.2.1 Reactivosy equipo

Sulféxido de albendazol (99% de pureza, fue donado gentilmente por la M. en
C. Alicia Hernandez Campos de la Facultad de Quimica de la UNAM)
Metanol grado HPLC (Mallinckrodt Baker, México)

Diclorometano, GR (Mallinckodt Baker, México)

Eter etilico, GR (J.T. Baker, USA)

Cloroformo, GR (J.T. Baker, USA)

Fosfato monobasico de potasio, GR (J.T. Baker, USA)

Hidroxido de sodio, GR (J.T.Baker, USA)

Agua grado HPLC

Heparina, sol. Inyectable de 1000 UI/mL (PiSA, México)

Clorhidrato de ketamina, sol. inyectable 100 mg/ mL (Anesket, PiSA, México)
Clorhidrato de xilacina, sol. inyectable 20 mg/mL (Procin, PiSA, México)
Cloruro de sodio, sol. Inyectable 0.9% (PiSA, México)

Cloruro de Benzalconio, GR ( JT Baker, USA)

Alcohol, GR (JT Baker, USA)

Tubos de vidrio con tapon rosca de 10 mL (Kimax, USA)

Tubos de ensayo de 10 mL (Kimax, USA)

Tubos para microcentrifuga de 1y 2 mL (Eppendorf, USA)

Microviales de 200 uL (Agilent Tecnologies, USA)

Sonda esofégica para rata curva de punta bola, calibre 16 de acero inoxidable
Sonda esofégicas para ratdn curva punta bola, calibre 20 de acero inoxidable
Jeringas estériles de 1, 3 y 10 mL (Becton-Dikinson, USA)

Centrifuga Beckman TJ-6 (Beckman, USA)
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Vortex vertical pulti-pulso (Glas-Col, USA)

Ultracongelador REVCO a -70 °C + 3°C (Kendro Laboratory Products, USA)

Material Biologico

Ratas Wistar de 28030 g

Ratones hembras BALB-C de 8 semanas de nacidas

Parésitos: Cisticercos de Taenia crassiceps cepas ORF y WFU los cuales se
obtuvieron del peritoneo de ratones previamente infectados. Los parasitos se
lavaron con solucién salina 0.9% y para los experimentos s6lo se seleccionaron
los cisticercos viables. Los ratones infectados con cisticercos fueron donados
gentilmente por el Dr. Javier Ambrosio de la Facultad de Medicina de la

UNAM.

6.2.2 Estudio de eficacia cisticida de nuevas formulaciones de albendazol

Las formulaciones ternarias estudiadas fueron elaboradas en el Departamento de

Farmacia de la Facultad de Quimica de la UNAM, por el M. en C. Cesar Rivas y la Dra.

Ma. Josefa Bernad Bernad y fueron las siguientes:

Formulacion de ALB con B-ciclodextrina (1:1, molar:molar) (ALB-BCD)
Formulacion de ALB con B-ciclodextrina (1:1, molar:molar) y con 5% de
pectina (ALB-BCD-PEC)

Formulacion de ALB con B-ciclodextrina (1:1, molar:molar) y con 5% de
polivinilpirrolidona (ALB-BCD-PVP)

Suspension comercial de ALB (Zentel, GlaxoSmith-Kline Lote: 33001038) el

cual se uso como producto de comparacion.
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Para administrar las formulaciones con ciclodextrinas se prepararon dispersiones en
agua destilada de 40 mg/mL. Para el estudio se administré una dosis equivalente a 150
mg/Kg de ALB. El estudio se llevd a cabo empleando el modelo de cisticercosis murina
causada por Taenia crassiceps cepa WFU. El procedimiento de infeccion experimental
de los ratones se realizd como se describe en la seccion 6.1.1.5. Se emplearon un total
de 30 ratones, los cuales se dividieron en 5 grupos de 6 animales. A cada grupo se le
administrd un tratamiento diferente: al grupo 1 el Zentel, al grupo 2 la formulacion
ALB-BCD, al grupo 3 la formulacion ALB-BCD-PEC, al grupo 4 la formulacién ALB-
BCD-PVP y al grupo 5 (control) se le administré una solucién de cremofor al 2%. A
cada raton se le administré la formulacién via intragastrica una vez al dia durante 5
semanas. Al final del tratamiento, los ratones se sacrificaron y los parasitos se
extrajeron del peritoneo. La eficacia se determind con base en el peso seco de los
parasitos de acuerdo al procedimiento descrito en la seccion 6.1.1.Los resultados de
eficacia de cada tratamiento se compararon estadisticamente empleando un analisis de
varianza seguida de una prueba de comparacion multiple (Tukey), empleando un nivel

de significancia de 0.05 (P< 0.05).

6.2.3 Estudio de biodisponibilidad

6.2.3.1 Desarrollo y validacion del método analitico para cuantificacion de
sulféxido de albendazol en plasma de rata

Aln cuando se han reportado diversos métodos para cuantificar el SOALB, fue
necesario efectuar una serie de pruebas para seleccionar la fase movil y el método de

extraccion y de esta manera adecuarlo a las condiciones del estudio.
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Preparacion de la fase mavil y soluciones de trabajo

Preparacidn de la fase mdvil. Se prepar6 una solucién amortiguadora de fosfatos 25 mM

pH 5.6 de la siguiente manera. Se pesaron 6.9 g de fosfato de potasio monobasico
(KH,PO,), se disolvid con 500 mL de agua destilada y se llevo al aforo en un matraz
volumétrico de 1L. El pH se ajust6 a 5.7 con una solucién de NaOH 1 N. La fase movil
consistio en una mezcla de la solucién amortiguadora de fosfatos con metanol 65:35.

Solucién patrén de sulfoxido de albendazol. Se pes6 con exactitud 10 mg de SOALB y

se transfirio a un matraz volumétrico de 10 ml, se disolvié con 5 mL de metanol y se
Ilevo al aforo con el mismo disolvente para obtener una concentracion de 1000 pg/mL
de SOALB. De la solucién anterior se transfirieron 100 uL a un matraz de 10 mL y se
aforo al volumen con metanol para obtener una concentracion final de 10 pg/mL
(solucion de trabajo).

Solucidn patrén de carbamazepina. Se pes6 con exactitud 10 mg de carbamazepina (la

cual se uso como estandar interno), se transfirié a un matraz volumétrico de 10 mL, se
disolvio con 5 mL de metanol y se llevo al aforo con el mismo disolvente para obtener
un concentracion de 1 mg/mL. De la solucion anterior se transfirieron 100 pL a un
matraz de 10 mL y se llevd al aforo con metanol para obtener una concentracion final de
10 pg/mL.

Curva de calibracién de sulféxido de albendazol y puntos control: A partir de la

solucion de trabajo de SOALB de 10 pg/mL se realizaron diluciones para obtener los
estandares correspondientes de la curva de calibracion y los puntos control, tal y como

se muestra en el esquema 2y 3.
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Zoncentracion de

SOALE (ngjfmL)
Sol. de SOALE se— oy —s 5000
100 gagfml
1 mL Plasma
32 pL _— F200
1L Flasra
_swul o, 1600
1 L Flasra
4 0o
A00 pL -
1L Flasra
400
A00 pL _—
1L Flasra
500 pL 200
—_— —
1L Flasra
500 pL 100
—_— -
1 mLfIasma
00 pl . a0

1 mL Plasma

Esquema 2. Preparacién de la curva de calibracion de sulfoxido de
albendazol (SOALB) en plasma

Zoncentracian de
sal. de SOALE SOALE (ngfml)

100 mgiml T ™ __4lpl  —e 4000
1 mL Flasma

syl 1000

1 L Plasma

75l — 75

1 L Flasma

Esquema 3. Preparacion de los puntos control de sulfoxido de
albendazol (SOALB) en plasma

Proceso de extraccion
En un tubo de vidrio de 10 mL con tapon de rosca se coloco una alicuota de 200 uL de
plasma, se adicionaron 20 uL de una solucién de carbamazepina (10 ug/mL) y 4 mL de

mezcla de extraccion (éter:diclorometano:cloroformo, 60:30:10, v/v/v), se agitdé a 95
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rpm durante 5 min. La mezcla se centrifugé a 3000 rpm por 25 min y se congel6 a -
70°C durante 30 min. La fase organica se decant0 y se transfirié a un tubo de ensayo
para ser evaporada a sequedad en bafio maria a 45°C bajo corriente de N». El residuo se

reconstituyo con 50 uL de una mezcla de metanol:agua:cloroformo (70:30:10) y se

inyectaron 10 pL en el sistema cromatogréfico.

Condiciones cromatogréficas
Las condiciones cromatograficas establecidas fueron las siguientes:
= Cromatrografo de liquidos de alta resolucion Agilent Modelo 1100 con detector
de longitud de onda variable UV-Vis, con microcelda de 5 pL, 6 mm, 120 bar
(Agilent Techologies Inc, CA, USA)
=  Columna Symmetry Shield RP18 ( 5 um, 4.6 x 250 mm) (Waters Corporation,
MA, USA)
* Flujo de la fase movil: 0.4 mL/min
= Longitud de onda: 295 nm
= Volumen de Inyeccién: 10 puL

= Tiempo de corrida: 17 min

Validacion del método analitico

El método desarrollado se validd con el fin de contar con un método confiable para ser
utilizado en los estudios de farmacocinética. Los parametros considerados para la
validacién fueron los siguientes: selectividad, limite de deteccion, limite de
cuantificacién, linealidad, precision, repetibilidad, reproducibilidad, exactitud y recobro

absoluto.
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Selectividad: La selectividad del método se evalud analizando 5 muestras de plasma de
ratas diferentes. Se observé que no se presentara ninguna impureza 0 componentes
enddgenos que pudieran interferir en la determinacion del analito o del estandar interno.

Limite de deteccidn: El limite de deteccion se determiné realizando diluciones sucesivas

de la concentracion de 50 ng/mL, analizandolas por el método propuesto y buscando la
dilucién que produjera una sefial de 5 veces la sefial de ruido.

Limite de cuantificacion: El limite de cuantificacién se determin6 analizando por

quintuplicado la concentracién mas baja del intervalo (50 ng/mL).

Linealidad: Para determinar si la relacion de alturas de SOALB/estandar interno es
lineal, se prepararon 3 curvas patron en plasma, en el intervalo de concentraciones de 50
a 5000 ng/mL de acuerdo al procedimiento descrito en la pagina 59. Para cada curva se
determind el coeficiente de correlacion, la pendiente y la ordenada al origen.

Precision y exactitud: La precisién y la exactitud se evaluaron mediante el anélisis de

los puntos control a tres niveles de concentracion (alta, media y baja) dentro del rango
establecido. Se prepararon 5 replicados para cada nivel de concentracion. Las
concentraciones evaluadas fueron de 75, 1000 y 4000 ng/mL, éstas fueron preparadas
por quintuplicado en un solo dia. La precision se verificoO mediante el coeficiente de
variacion porcentual de la serie de medidas (menor al 10%) y la exactitud mediante la
desviacion estandar absoluta, la cual debe ser menor al 15 % y que se calculé con la
férmula 2.

Formula 2

(Cr-cr)
DEabS = T ¥ 100
T

Donde DEgys es la desviacion estandar absoluta, Ct es la concentracion de sulféxido

adicionado a las muestras y Cr es la cantidad recuperada de SOALB en ng/mL.
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Recobro absoluto: El recobro de las muestras plasmaticas se evaluo en todo el rango de

concentraciones de la curva patrén. Para ello se prepararon 3 curvas de SOALB en
plasma en el intervalo de concentracion de 50 a 5000 ng/mL. Al mismo tiempo se
prepararon 3 curvas de en metanol a las mismas concentraciones y se determino el
porcentaje de recobro comparando la respuesta promedio obtenida en plasma con la
respuesta promedio obtenida en solucion. Para considerarse el recobro aceptable, el
porcentaje no tendria que ser necesariamente del 100% pero debe ser reproducible en

cada nivel de concentracion.

6.2.3.2 Estudio piloto de biodisponibilidad de albendazol en rata

Se realiz6 un estudio preliminar con el fin de establecer tanto las condiciones del
estudio (dosis, tiempos de muestreo, etc.), como para evaluar si el método analitico
desarrollado era adecuado para la cuantificacion de SOALB.

El estudio se llevo a cabo en 10 ratas de la cepa Wistar macho de 280 a 300 g de peso
las cuales se mantuvieron en condiciones adecuadas de temperatura, humedad y ciclo de
luz-oscuridad (12 h /12 h) y que permanecieron en ayuno 12 horas previas al estudio.

La ratas se anestesiaron con una mezcla de ketamina:xilacina (ketamina de 50 mg/Kg y
xilacina 10 mg/Kg) y se coloco una canula de polipropileno en la vena lateral de la cola
para la coleccion de las muestras de sangre.

A cada una de las ratas se les administré una dosis Unica de ALB de 15 mg/Kg de peso
via intragastrica. Para ello, se prepar6 una suspension del farmaco conteniendo 10
mg/mL en cremofor al 2%. Se tomo una muestra de sangre de 400 uL de la vena lateral
de la cola de la rata antes y a los 15y 30 min, 1, 2, 3, 4, 8, 10, 12 y 24 horas después de
la administracion del farmaco. Las muestras de sangre se colectaron en tubos

heparinizados eppendorf de 2 mL, se centrifugaron a 6000 rpm por 6 min, se separé el
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plasma y se guardd a —70 °C hasta su analisis. La concentracion plasmatica de sulfoxido
se determiné por cromatografia de liquidos empleando el método analitico previamente

descrito.

6.2.3.3 Estudio de biodisponibilidad de nuevas formulaciones de albendazol
Tomando en consideracion que la formulacion ternaria de ALB-BCD-PVP fue la que
presentd la mayor actividad cisticida se selecciond a esta para determinar su
biodisponibilidad. Con el propdsito de determinar el efecto de la inclusion del polimero
hidrosoluble, PVP en la formulacion binaria de ALB con B-ciclodextrina, se determind
también la biodisponibilidad de este sistema binario. Las formulaciones evaluadas
fueron:
I. Formulacion de ALB con B-ciclodextrina (1:1, molar:molar) (ALB-BCD)
Il. Formulacién de ALB con B-ciclodextrina (1:1, molar:molar) y con 5% de
polivinilpirrolidona (ALB-BCD-PVP)
I11. Suspension comercial de ALB (Zentel®, GlaxoSmithKline, México, Lote:

33001038) el cual se uso como producto de comparacion.

Para llevar a cabo el estudio se administré una dosis oral Unica de ALB de 10 mg/Kg de
peso. Se prepararon dispersiones en agua de cada una de las formulaciones de 40
mg/mL para su administracion. El estudio se realiz6 en ratas de la cepa Wistar macho de
280 + 30 g de peso y se emplearon un total de 42. Los animales permanecieron en
ayuno 12 horas previas al estudio. Se tomaron muestras de sangre de la cola de la rata,
antes y a los 15y 30 min, 1, 2, 3, 4, 8, 10 y 12 horas después de la administracion del
farmaco. Las muestras de sangre se colectaron en tubos heparinizados eppendorf de 1

mL y se centrifugaron a 6000 rpm por 6 min, se separ0 el plasma y se guard6 a —70 °C
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hasta su andlisis. La concentracion plasmatica de SOALB se determind empleando el
método analitico previamente validado.

Se determinaron los siguientes parametros: concentracion plasmatica maxima (Cmax),
tiempo en el que se alcanza la concentracion plasmatica maxima (Tmax) y area bajo la
curva del perfil plasméatico (AUC). Para el célculo de los pardmetros farmacocinéticos
se utilizo el programa WinNonlin 4.0 (Pharsight, Mountain View. CA, USA),
empleando el modelo no compartimental. Los resultados de cada formulacion se
compararon estadisticamente mediante un analisis de varianza seguida de una prueba de

comparacion multiple (Tukey) empleando un nivel de significancia de 0.05 (P< 0.05).
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7. Resultados y discusion

7.1  Parte I. Evaluacion de analogos de albendazol

7.1.1 Estudios actividad cisticida in vitro

Es importante destacar que en el campo de la investigacion de nuevas moléculas, uno de
los primeros pasos a seguir es la evaluacion de su eficacia in vitro, en donde la molécula
se enfrenta con el sitio o vector blanco. En esta etapa todas las moléculas fallan, o al
menos una buena parte de ellas. Superada esta etapa, se sigue con su evaluacion in vivo,
donde se incluye eficacia, toxicidad, seguridad, etc. En esta etapa otra buena parte de las
moléculas se descartan, ya que en muchas ocasiones en el desarrollo molecular no se
consideran propiedades fisicoquimicas compatibles con las condiciones bioldgicas, y en

muchos de los casos la toxicidad del compuesto supera a su efectividad.

7.1.1.1. Actividad cisticida de compuestos contra cisticercos de Taenia crassiceps
cepa ORF

En la figura 12 se muestra el curso temporal de la mortalidad de cisticercos de Taenia
crassiceps cepa ORF frente a los compuestos evaluados a una concentracién de 0.28
UM, mientras que en la figura 13 se muestran los resultados obtenidos al emplear la
concentracion de 1.7 uM. Los resultados muestran que los compuestos que presentaron
actividad cisticida a la concentracion de 0.25 uM fueron el FHL18, FHL19 y el JVG40,
aunque la actividad de este Gltimo fue pobre comparada con los otros dos. Se observo
que la actividad de estos analogos fue tiempo-dependiente igual que la exhibida con el
SOALB.

Al evaluar una concentracion mayor (1.7 uM) la actividad cisticida de los compuestos
FHL18, FHL19 y el JVG40 se incremento, lo cual indica que la actividad de estos

compuestos es también concentracion-dependiente. Este efecto concentracion-tiempo-

65




RESULTADOS Y DISCUSION

dependiente concuerda con el efecto previamente obtenido para SOALB (Palomares y

col, 2004). Los analogos que no presentaron actividad cisticida a la concentracion de

0.28 uM tampoco la presentaron a una concentracion de 1.7 uM.

Mortalidad (%)
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Figura 12. Curso temporal de mortalidad de cisticercos de Taenia crassiceps de la cepa
ORF después de su incubacion en 0.28 uM de sulfoxido de albendazol (SOALB) y de

analogos de albendazol. Cada punto representa el promedio de parasitos muertos = DE
(n=3).
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Figura 13. Curso temporal de mortalidad de cisticercos de Taenia crassiceps de la cepa
ORF después de su incubacién en 1.7 uM de sulféxido de albendazol (SOALB) y de
analogos de albendazol. Cada punto representa el promedio de parasitos muertos = DE
(n=3).

En la tabla 6 se resumen los resultados de la evaluacion in vitro a las dos
concentraciones evaluadas. En ella se puede observar que la actividad de los
compuestos FHL18 y FHL 19 fue cercana a la encontrada con el SOALB.

La observacion microscopica permitié determinar que los compuestos FHL18 y FHL19
presentaron un efecto similar al del sulféxido, causando pérdida gradual de fluido
quistico y la desintegracion parcial o total de la membrana de los parasitos, lo cual es
caracteristico de los benzimidazoles (Ingold y col, 1999). Considerando que estos
compuestos son analogos al ALB, es probable que su mecanismo de accion sea
semejante. Sin embargo, se requieren estudios adicionales como determinar los cambios
a nivel ultrastructural de los parasitos expuestos a estas moléculas in vitro, donde se

podrian observar los efectos sobre el tejido parasitario, el efecto de estos compuestos
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sobre proteinas de membrana parasitaria, basicas para su sobrevivencia, usando
anticuerpos para miosina, actina y tubulina helmintica (Ambrosio y col, 2003,

Gonzéalez-Malerva y col, 2004).

Tabla 6. Actividad cisticida in vitro de sulféxido de albendazol
(SOALB) y de anélogos de albendazol sobre cisticercos de Taenia
crassiceps cepa ORF.

Mortalidad (%) £DE

Clave 0.28 uM 1.7 uM
SOALB 46 £5 88+7
FHL13 3+23 5+ 2.3
FHL14 1+0.3 4+0
FHL18 41+1.6 6817
FHL19 37+6.1 6218
NLB24 0 3+4.6
JPV001 3+2.3 3+2.3
JVG40 15+2.3 23+2.3

DE es desviacion estandar

La mayor parte de los estudios de eficacia cisticida in vitro se han llevado a cabo
empleando cisticercos de Taenia crassiceps de la cepa ORF, cuyo modelo ha usado
estandarizado previamente (Palomares y col, 2004 y 2006). Considerando que la cepa
WFU de Taenia crassiceps presenta mayor semejanza morfoldgica con los cisticercos
de Taenia solium, se consider0 importante evaluar la actividad de los compuestos

FHL18, FHL19 y JVG40 en esta cepa.
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7.1.1.2. Actividad cisticida de compuestos contra cisticercos de Taenia crassiceps
cepa WFU

En la tabla 7 se presentan los resultados de actividad cisticida de los compuestos
evaluados contra cisticercos de Taenia crassiceps cepa WFU. En ella se puede observar
que los analogos fueron efectivos frente a esta cepa de cisticercos; es de destacar que la
actividad de FHL18 fue similar a la obtenida con el SOALB, mientras que la actividad
de los analogos FHL19 y JVG40 fue méas baja. Se observa que la actividad de los
compuestos (incluyendo la de SOALB) fue més baja en esta cepa, lo cual puede deberse
a que el tamafio de los cisticercos es mas grande (3-5 mm), en comparaciéon con los
cisticercos de la cepa ORF (2-3 mm). Otro factor puede ser la presencia del escolex, el
cual se ha sugerido que puede tener una funcién especializada en la nutricion del
parasito y ayudar al mismo a resistir la accion de los farmacos (Freeman R, 1962;

Smyth J, 1981).

Tabla 7. Actividad cisticida in vitro de sulfoxido de albendazol (SOALB)
y de analogos de albendazol sobre cisticercos de Taenia crassiceps cepa

WFU.
Mortalidad (%) +DE
Clave 0.28 uM 1.7 uM
SOALB 25+23 35+2.3
FHL18 22.6+2.3 2614
FHL19 9.3+2.3 16.7+3
JVG40 5+2.3 8+0

DE es Desviacion estandar

Con base en estos resultados se procedi6 a determinar CEsq para los compuestos FHL18

y FHL19, empleando la cepa WFU.
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7.1.1.3. Determinacion de la CEsy de los compuestos FHL 18 y FHL19

Las curvas concentracion-respuesta de los compuestos FHL18 y FHL19, asi como la de
SOALB empleando cisticercos de Taenia crassiceps cepa WFU se muestran en la figura
14. En ella se puede observar que la mortalidad maxima fue de 86% + 8 y de 82% = 6,
para FHL18 y FHL19, respectivamente. Los resultados de CEsz calculado por el método
de regresion Logit y utilizando el programa estadistico SPSS version 10, se presentan en
la tabla 8. Los resultados muestran que pese a que el valor de CEsp del compuesto
FHL18 fue mayor al del sulfoxido, los intervalos de confianza se superponen, indicando
que éste compuesto es igualmente potente que el sulféxido. En el caso del compuesto
FHL19, éste fue menos potente que el SOALB. Dado que el compuesto FHL18 es el
mas promisorio en actividad cisticida, se decidid llevar a cabo el estudio de su eficacia
in vivo. Estos resultados son de gran relevancia ya que existen escasos reportes
relacionados con el desarrollo de nuevas moléculas con actividad antihelmintica
(Gorbert y Jones, 2008; Hoerauf, 2008; Behnke, 2008) y, en particular, no hay reportes

de nuevas moléculas con actividad cisticida.
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Figura 14. Curva concentracion-respuesta de sulfoxido de albendazol (SOALB) y de
los anédlogos activos contra cisticercos de Taenia crassiceps de la cepa WFU. Cada
punto representa el promedio de parasitos muertos + DE (n=3).
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Tabla 8. Valores de CEsy in vitro de analogos de albendazol y de
sulfoxido de albendazol (SOALB) contra cisticercos de T. crassiceps

cepa WFU
Clave CEso (UM) IC 95% (UM)
SOALB 15 0.6-3.9
FHL18 3.7 2.8-5.1
FHL19 55 4.1-7.4

CEs es la concentracion efectiva para matar al 50% de los parasitos, 1Cgsg, €s €l
intervalo de confianza al 95%

7.1.2 Estudios in vivo de actividad cisticida
En la figura 15 se muestra la eficacia in vivo de ALB en el modelo de cisticercosis
murina. En ella se observa que no existe una relacion directa entre la dosis y la eficacia

cisticida, por lo tanto, no fue posible determinar la dosis efectiva 50.
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Figura 15. Eficacia in vivo de albendazol (ALB) sobre cisticercos de Taenia crassiceps de
la cepa WFU. Cada barra representa la media en la eficacia de cada dosis evaluada + DE
(n=6).
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Es de hacer notar que con la dosis de humanos (15 mg/kg) se obtuvo una eficacia casi
nula, lo cual podria deberse a que no hubieran alcanzado los niveles efectivos para
lograr la mortalidad de los parasitos. Otro factor que podria estar relacionado con la
ineficacia de esta dosis, es el tiempo de vida media del metabolito activo de ALB (el
sulfoxido) es muy corto cuando se administra a ratones (de 0.4 a 3 h) (Castillo y col,
1999; Garcia-Rodriguez y col, 2001). Garcia y col. (2003), sefialan que en ratones
experimentalmente infectados con Trichinella spiralis, se requieren de altas dosis de
este farmaco para obtener un efecto antihelmintico (50-100 mg/Kg/dia). Este factor es
importante, ya que se ha encontrado que la actividad cisticida del metabolito activo del
ALB es dependiente tanto del tiempo como de la concentracion del farmaco (Palomares
y col, 2004). Se requieren de otros estudios para explicar esta falta de correlacion entre
la dosis de ALB y su eficacia cisticida.

Al igual que en pacientes, el tratamiento con diferentes dosis de ALB no fue 100%
efectivo. La eficacia mayor se encontré al administrar una dosis de 150 mg/Kg (71% +
13). Estos resultados concuerdan con lo reportado por Pérez-Serrano y col, (1997) los
cuales reportan que al administrar una dosis de 50 mg/Kg/dia por 3 meses a ratones
infectados con Echinococcus granulosus se obtiene una eficacia del 43.7%. Asimismo,
Garcia-Rodriguez y col (2001) probaron que el éste farmaco fue efectivo contra la
forma quistica de Trichinella spiralis en ratones experimentalmente infectados. Los
resultados mostraron que la reduccion en la carga parasitaria fue de 25 y 40 %, con una
dosis de 50 y 100 mg/Kg respectivamente.

Cabe sefialar que con la dosis de 150 mg/kg, todos los ratones sobrevivieron al
tratamiento y al efectuar la autopsia no se observaron alteraciones evidentes en el tracto

gastrointestinal.
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7.1.2.1. Eficacia del analogo FHL18

En la figura 16 se muestra la eficacia in vivo de FHL18 y de ALB después de la
administracion de una dosis de 216.6 mg/Kg y 150 mg/Kg, respectivamente, durante 30
dias empleando el modelo de cisticercosis murina por Taenia crassiceps.

La eficacia del FHL18 fue del 37% y fue estadisticamente semejante a la del ALB cuya
eficacia fue del 49%. Al evaluar la seguridad de esta nueva molécula, se encontré que
todos los animales tratados sobrevivieron al tratamiento y no mostraron cambios en su
comportamiento de alimentacion. Al realizar la necropsia no se observaron alteraciones
evidentes en los 6rganos internos. Los resultados muestran que el compuesto FHL18
podria ser un buen candidato para el tratamiento de la cisticercosis, ya que a la dosis
evaluada fue seguro y presento actividad cisticida, por lo que para evaluar su potencial
uso en humanos es recomendable seguir con su evaluacion para determinar sus

propiedades biofarmacéuticas, asi como su farmacocinética y biodisponibilidad.
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Figura 16. Eficacia cisticida in vivo de albendazol (ALB) y del compuesto
FHL18. Las barras representan la eficacia promedio + DE (n=6).
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7.1.3. Estudios de modelado molecular

Con el propésito de identificar los requerimientos estructurales para la actividad
cisticida, se llevd a cabo un estudio molecular empleando los analogos de ALB
evaluados in vitro. Para cada molécula se realiz6 un analisis estructural y se relacion6
con la actividad cisticida in vitro. En la tabla 9, se incluye la estructura de cada
compuesto asi como su actividad cisticida in vitro. Los resultados mostraron que la
introduccion de un grupo metilo en la posicion 1, anulé6 completamente la actividad
(compuestos FHL13 y FHL14). Cuando el &tomo de hidrogeno del grupo carbamato de
metilo fue reemplazado con un grupo metilo la actividad disminuyd draméaticamente,
indicando que el &tomo de hidrégeno en el nitrégeno exociclico y en la posicion 1 de
nacleo benzimidazélico son necesarios para la actividad cisticida (compuesto JPVV001).
Al evaluar el efecto de los sustituyentes en la posicion 5, se encontr6 que cuando el
grupo propiltio en la posicion 5 fue reemplazado con grupos voluminosos, como el [(4-
nitrobencil) oxi] carbonilo o el piperidin-1-ilcarbonilo (FHL18 y FHL19), la actividad
se mantuvo y fue muy cercana a la encontrada con el SOALB. En el caso del compuesto
JVGA40, la presencia de un atomo de Cl en el anillo benzimidazélico disminuyé la
actividad ~ significativamente, mientras que la introduccion del grupo

metilaminocarbonilo suprimid la actividad del compuesto NLB24.
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Tabla 9. Estructura y actividad cisticida in vitro de sulfoxido de albendazol (SOALB) y de
analogos de albendazol sobre cisticercos de Taenia crassiceps cepa ORF.
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SOALB es sulféxido de albendazol, DE es la desviacion estandar.
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7.1.3.1. Analisis conformacional

Se realizé el andlisis conformacional para cada compuestos utilizando el software Sybyl
7.0 (Tripos Inc., USA) considerando todos los enlaces rotables (Leach, 1991) y algunas
moléculas se modificaron utilizando el método de fragmentos. Como molécula de
comparacion se uso el SOALB. La figura 17 presenta los conférmeros de baja energia
de sulféxido de albendazol y de los compuestos JPVV001, FHL13, y FHL14, cuales
presentan una sustitucién en la posicion 1y 2 del ndcleo bencimidazdlico. La figura 18
muestra los conférmeros de baja energia del sulfoxido y de los compuestos FHL18,
FHL19, NLB24 y JVG40, lo cuales presentan una sustitucion en la posicion 5 del
nacleo benzimidazolico. Estas figuras proveen evidencia visual de las similitudes y
diferencias estructurales entre las moléculas estudiadas.

Se puede observar que la introduccion del grupo metilo en la posicion 1 6 2 del nucleo
(JPV001, FHL13 y FHL14) (Figura 17a) afecta la planaridad del grupo carbamato
(Figura 17b). Esta caracteristica es importante, ya que estudios tedricos han mostrado
que la conformacién planar del grupo carbamato del sulfoxido facilita su acomodo
dentro del sitio de unién en un modelo tedrico de B-tubulina de Haemonchus contortus
(Robinson y col, 2004). Asimismo, se observo que la actividad cisticida se mantiene
cuando los grupos en la posicién 5 pueden adoptar una conformacion ortogonal al anillo
bencimidazélico (McCracken y Lipkowitz, 1990), como en el caso de los grupos [(4-
nitrobencil)oxi]carbonilo y el piperidin-1-ilcarbonilo presentes en FHL18 y FHL19,
respectivamente (Figura 18a). En el caso del compuesto JVG40 (Figura 18a), al
presentar un atomo de cloro en la posicién 5, aunque no adopta una posicién ortogonal
al anillo benzimidazolico, podria acomodarse dentro del sitio activo de la B-tubulina.
Esta hipotesis se basa en el hecho de que este compuesto presentd una modesta

actividad cisticida.
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1)

Figura 17. Conférmeros de baja energia de sulféxido de albendazol (1), JPV001 (2),
FHL13 (3) y FHL14 (4). (a) Compuestos modelados. (b) Superposicion de 1
(amarillo), 2 (azul marino), 3 (azul claro) y 4 (morado). El grupo metil-carbamato es
planar en 1, mientras que el grupo carbamato en los compuestos 2-4 esta fuera del
plano debido al efecto alostérico de grupo metilo que se colocd en la posicion 1 6 2.
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Figura 18. Confdérmeros de baja energia de sulféxido de albendazol (1), FHL18 (5),
FHL19 (6), NLB24 (7) y JVG40 (8). (a) Compuestos modelados. (b) Superposicion de
1 (azul), 5 (azul claro), 6 (naranja), 7 (amarillo) y 8 (violeta). En todas la moléculas,
excepto en la 7 y 8, los sustituyentes en la posicién 5 fueron ortogonales al anillo
benzimidazélico.
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Con la finalidad de identificar las caracteristicas moleculares que tienen influencia sobre
la actividad se calcularon los principales descriptores moleculares de cada compuesto.
Los descriptores moleculares calculados fueron el calor de formacion, volumen
molecular, coeficiente de particion octanol/agua, potencial de ionizacién, momento
dipolo, superficie de area polar, orbital molecular de alta energia y el orbital molecular
de baja energia. Para ello, se utilizo el software Spartan 02 (Wave funtion, Irvine, CA,
USA). Los descriptores se correlacionaron con la actividad in vitro usando el modulo de
relacion cuantitativa de estructura-actividad denominado QSAR en Sybyl V. 7.3.
Estudios previos realizados por McCracken y Lipkowitz (1990) encontraron que la
actividad helmintica de algunos derivados bencimidazolicos, entre ellos el ALB,
muestra una buena correlacion con el momento dipolo. En contraste, en el presente
trabajo se encontr6 una escasa correlacion de la actividad cisticida con el descriptor del
orbital molecular de alta energia (r=0.399). Esto puede deberse a la diferencias en los
estudios, ya que McCracken y Lipkowitz usaron diferentes dosis de compuestos
benzimidazdlicos para evaluar la actividad antihelmintica y en el presente estudio se usé
una dosis fija de todos los compuestos. Otro factor podria ser la diferencia entre la
especie empleada en la evaluacion bioldgica, ya que McCracken y Lipkowitz utilizaron
Hymenolepis y en el presente estudio se utilizaron cisticercos de Taenia. Por lo que,
seria necesario realizar otros estudios para encontrar los descriptores moleculares que
tienen influencia en la actividad cisticida.

Los resultados obtenidos permitieron identificar las caracteristicas moleculares
especificas para que un derivado benzimidazdlico presente eficacia cisticida. Se
requiere que la molécula presente un a&tomo de hidrégeno en la posiciéon 1, un grupo
carbamato de metilo en la posicion 2 del nucleo benzimidazolico y un substituyente

voluminoso en la posicién 5, el cual debe ser ortogonal al anillo.
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Considerando que la investigacion de nuevas moléculas con actividad helmintica es de
poco interés, los resultados de este proyecto aportan informacion valiosa en relacion a
las caracteristicas quimicas de moléculas con potencial cisticida. Esta informacion

serviria como base para realizar una sintesis dirigida de nuevas moléculas.
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7.2 Parte Il. Evaluacion de formulaciones de albendazol con g-ciclodextrina y
polimeros hidrosolubles

7.2.1 Evaluacion de la actividad cisticida in vivo

La Figura 19 muestra los resultados de eficacia cisticida de las formulaciones evaluadas.
En todos los tratamientos se observd una disminucion significativa de la carga
parasitaria con respecto al grupo control. La eficacia promedio fue de: 33.3 %, 38%,
60.3% y 83%, para las formulaciones conteniendo ALB-BCD-PEC, Zentel, ALB-BCD y
ALB-BCD-PVP, respectivamente. Dado que no existen reportes de la eficacia in vivo de
ALB en cisticercos de Taenia crassiceps el presente estudio demuestra que la dosis de

150 mg/Kg es adecuada para evaluar la eficacia de éste farmaco contra este tipo de

metacéstodo.
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Figure 19. Eficacia cisticida de las diferentes formulaciones bajo estudio.
Zentel, albendazol-B-ciclodextrina (ALB-BCD), albendazol-B-ciclodextrina-
pectina (ALB-BCD-PEC) y albendazol-p-ciclodextrina-polivinilpirrolidona
(ALB-BCD-PVP). Cada barra representa el valor promedio + DS (n=6). * P<
0.05 contra el grupo tratado con Zentel.
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Este es el primer estudio en el cual se evalla eficacia de una formulacion binaria de
ALB con B-ciclodextrina. La mayoria de los estudios se ha enfocado a la evaluacion de
formulaciones de éste farmaco con hidroxipropil-p-ciclodextrina debido a que ésta
ultima incrementa la solubilidad del farmaco en mayor proporcion que la B-
ciclodextrina (Castillo y col, 1999). Garcia y col. (2003) evaluaron una formulacion
liguida de ALB con hidroxipropil-p-ciclodextrina (1:1) a una dosis de 100 mg/Kg en
ratones infectados con quistes de Trichinella spiralis, encontrando que la eficacia se
incrementd 2.9 veces en comparacion con una dispersion liquida del farmaco en
carboximetilcelulosa (de 33% a 97.5%). Asimismo, Kalaiselvan y col. (2007) evaluaron
la eficacia de una dispersion de farmaco con polivinilpirrolidona (1:1) en el mismo
parasito, encontrando que la eficacia se incrementé 11 veces en comparacion con una
dispersion del farmaco en carboximetilcelulosa. Los resultados del presente trabajo
muestran que la formulacion binaria de ALB-B-ciclodextrina (1:1) incrementd la
eficacia 1.8 veces en relacion con la formulacion comercial. Pese a que este incremento
es menor al obtenido con las formulaciones conteniendo hidroxipropil-B-ciclodextrina 6
polivinilpirrolidona, este fue significativamente mayor (p<0.05) al producto de
referencia.

Estos resultados muestran que la formulacion binaria de ALB con B-ciclodextrina
podria ser una buena opcion para incrementar la eficacia cisticida de éste farmaco.

La formulacion ternaria de ALB-BCD-PEC, presentd una eficacia semejante a la
encontrada con Zentel, lo cual indica que la incorporacion del polimero disminuyo la
eficacia 1.5 veces (de 60 % a 38%) en relacion a la formulacion binaria. Una de las
razones que podria explicar estos resultados es que la pectina tiene la capacidad de
formar geles in vivo, proceso que depende del pH del medio entre otros factores. Ello

afecta la liberacién del farmaco y en consecuencia su eficacia (Liu y col, 2003). Por lo
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que seria necesario llevar a cabo otros con este sistema ternario, tales como la
evaluacion de la liberacion del farmaco in vitro a diferentes condiciones de pH 6 bien
realizar un estudio in vivo en conejos para observar el posible proceso de gelificaciéon en
el tracto gastrointestinal.

En relacion al sistema ternario ALB-BCD-PVP, esta formulaciéon present6 la mejor
eficacia cisticida, siendo 2.5 veces mayor a la obtenida con la suspension comercial y
1.38 veces mayor a de la formulacién binaria. Ello podria deberse al incremento en la
solubilidad del sistema farmaco-B-ciclodextrina por la inclusion del polimero
hidrosoluble y por ende en la disolucion del farmaco (Castillo, 2009), ya que se ha
documentado que la disolucion del farmaco esta directamente relacionada con la
cantidad de farmaco absorbido la cual determina la concentracion a nivel sistémico y su
eficacia en infecciones sistémicas (Kalaiselvan y col, 2007).

Los resultados del presente estudio son semejantes a los previamente reportados con
una formulacion ternaria de ALB-hidroxipropil-p-ciclodextrina-acido tartarico (1:1:1,
molar/molar/molar) contra Trichinella spiralis, cuya eficacia fue del 85% (Kalaiselvan
y col, 2007). La ventaja de la formulacion ternaria con B-ciclodextrina y PVP, es que
esta Ultima seria mas econdmica ya que el costo de la B-ciclodextrina es mucho menor
que la de la hidroxipropil-p-ciclodextrina. Asimismo se ha encontrado que algunas -
ciclodextrinas sustituidas en particular la hidroxipropil-p-ciclodextrina alteran la
permeabilidad de la membrana (Rigter y col, 2004; Carrier y col, 2007), lo cual puede
dar lugar a efectos adversos tales como la aparicion de diarrea. Ello es un factor
limitante para su uso prolongado como es el caso de tratamiento de infecciones
sistémicas, donde se requieren de altas dosis de farmaco por un largo periodo de tiempo.

Es de hacer notar que todas las formulaciones bajo estudio fueron bien toleradas por los
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animales y no se observaron anormalidades en la conducta 6 en el consumo de alimento.

Los animales tampoco presentaron diarrea durante el periodo de tratamiento

7.2.2 Estudio de biodisponibilidad de formulaciones de albendazol con -
ciclodextrina y polimeros hidrosolubles

7.2.2.1 Validacion del método analitico para cuantificacion de sulfoxido de
albendazol en plasma de rata

La validacion del método analitico para la cuantificacion de SOALB desarrollado
demostr6 que este es confiable para ser utilizado en los estudios de biodisponibilidad.
Los resultados de la validacion se muestran a continuacion.

Selectividad. En la figura 20A y 20B muestran los cromatogramas correspondientes a
plasma de rata sin farmaco y sin estandar interno, y una muestra de plasma adicionada
con carbamazepina. Las figuras 20C y 20D muestran los cromatogramas
correspondientes a plasma adicionado con 400 ng/mL de sulféxido de albendazol y 200
ng de carbamazepina, y una muestra de plasma obtenido de una rata después de 4 horas
de la administracion con albendazol (10 mg/Kg) adicionada con carbamazepina. Los
tiempos de retencion para el SOALB y para la carbamazepina fueron de 9.27 min y
12.41 min, respectivamente. Dado que la matriz bioldgica (plasma de rata) no interfirié
en la deteccién y cuantificacién del SOALB o del estandar interno, se establece que el
método es selectivo para esta molécula.

Limite de deteccion y cuantificacion. El limite de cuantificacion fue de 50 ng/mL. El

limite de deteccion fue de 25 ng/mL, considerado como la concentracion cuya sefial fue

5 veces la sefal de ruido.
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CBZz —
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SOALB —> CBZ SOALB —> < CBZ

Figura 20. Cromatogramas representativos de: (A) blanco de plasma (B) plasma adicionado
con carbamazepina (CBZz), (C) plasma adicionado con 400 ng/mL de sulfoxido de albendazol
(SOALB) y carbamazepina (CBZ) y (D) muestra de plasma de rata después de 4 horas de la
administracion de albendazol (10 mg/Kg) y adicionado con carbamazepina (CBZ).
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Linealidad. EI mejor modelo de ajuste se encontro al relacionar el logaritmo de la
relacién de alturas (altura de SOALB/altura de carbamazepina) versus el logaritmo de la
concentracion. La figura 21 muestra la gréafica promedio de las 3 curvas evaluadas y en
la tabla 10 se presentan los valores de la pendiente, ordenada al origen y el coeficiente
de correlacion, empleando este modelo. Dado que el coeficiente de correlacion fue
mayor a 0.99 en las 3 curvas y los valores de coeficiente de variacion del intercepto y la
pendiente fueron menores al 3%, el método se consideré lineal en el rango de

concentraciones de 50 a 5000 ng/mL.
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Figura 21. Linealidad del método analitico. RAsoaLs/icez €S la

relacion de altura de sulféxido de albendazol (SOALB) y
carbamazepina (CBZz).

Tabla 10. Valores obtenidos de la regresion Log de la relacion de alturas de
sulfoxido de albendazol y carbamazepina versus Log concentracion de
sulféxido de albendazol.

Curva r m b
1 0.9982 0.9685 -2.8433
2 0.9982 1.0194 -2.9303
3 0.9987 0.9944 -2.9370
Promedio 0.9984 0.9941 -2.9035
DE 0.00028 0.0254 0.0522
% CV 0.028 2.56 1.80

DE es desviacion estandar; CV es coeficiente de variacion; r es coeficiente de
correlacion; m es la pendiente y b es ordenada al origen.
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Exactitud y precision. Los resultados de exactitud y precision del método se muestran

en la tabla 11. En ella se puede observar que la desviacion estdndar absoluta con
respecto al valor nominal fue menor al 15% en las diferentes concentraciones evaluadas,
lo que documenta la exactitud del método. Asimismo, se observa que el coeficiente de
variacion en cada uno de los niveles de concentracion evaluados fue menor al 10 % por

lo que el método se considero preciso.

Tabla 11. Exactitud y precision del método analitico.

Concentracion Concentracion
Tedrica Recuperada DEabs
(ng/mL) (ng/mL) (%)
75 81.82 9.10
78.06 4,08
71.57 457
78.31 4.41
77.08 2.77
Promedio = 77.37
DE= 3.710
CV (%)= 4,79
1000 928.52 7.14
861.14 10.88
1006.16 0.61
856.49 11.35
943.90 5.61
Promedio= 919.24
DE= 62.37
CV (%)= 6.79
4000 3903.34 2.41
4409.60 10.24
4493.45 4.83
4409.60 10.24
4403.54 10.09
Promedio= 4323.91
DE= 238.04
CV (%)= 5.50

DE.,; es la desviacion estandar absoluta, CV es el coeficiente de variacién

87




RESULTADOS Y DISCUSION

Recobro absoluto

La tabla 12 muestra los valores promedio de recobro absoluto obtenidos a partir de las
tres curvas de calibracion. En ella se puede observar que el recobro promedio fue de

103.59% + 2.31 y fue reproducible en todos los niveles de concentracion evaluados.

Tabla 12. Recobro absoluto del método analitico para
cuantificar sulféxido de albendazol (SOALB)

Concentracion de Recobro absoluto
SOALB promedio
(ng/mL) n=3 (%)*

50 103.4
100 106.9
200 105.9
400 105.9
800 102.1
1600 100.9
3200 102.3
5000 101.4

Promedio 103.59
DE 2.31
CV (%) 2.23

*valores promedio de 3 curvas. DE es la desviacion
estandar y CV es el coeficiente de variacion
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7.2.2.2 Estudio piloto de biodisponibilidad de albendazol en rata

De acuerdo a lo descrito en la seccion 6.2.3.2 el propdsito de este estudio era
seleccionar las condiciones (dosis y tiempos de muestreo) para llevar a cabo el estudio
de biodisponibilidad de las formulaciones conteniendo ALB. En la figura 22 se presenta
el perfil de concentracién plasmatica vs tiempo, después de la administracion del
farmaco a una dosis de 15 mg/Kg a ratas. En ella se observo la presencia de un doble
pico (6 h y 10 h). Este comportamiento podria estar relacionado al tamafio de la
muestra, ya que en este estudio solo se incluyeron 2 animales por tiempo de muestreo.
Todas las concentraciones se encontraron dentro del rango de la curva de calibracion.
Dado que se esperaba que los niveles de metabolito activo se incrementaran con la
formulacion de ALB conteniendo la B-ciclodextrina y la PVP se decidié utilizar una
dosis de 10 mg/Kg para el estudio final. De igual modo dado que a las 24 horas
postadministracién no se detectaron niveles de sulfoxido de albendazol, se resolvio
acortar el tiempo a 12 horas y utilizar un namero mayor de animales para los demas

tiempos de muestreo.
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Figura 22. Niveles plasmaticos de sulféxido de albendazol (SOALB) versus tiempo (h) después
de la administracion oral de albendazol (15 mg/Kg). Cada punto representa la media + DE
(n=2).
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7.2.2.3 Estudio de biodisponibilidad de nuevas formulaciones de albendazol
La figura 23 muestra los perfiles plasméticos de SOALB versus el tiempo después de la
administracion de las diferentes formulaciones conteniendo ALB. Los parametros

farmacocinéticos se presentan en la tabla 13.

2500 1 —5— ZENTEL

__ e ALB-BCD

—4- ALB-BCD-PVP

SOALB en plasma (ng/mL)

Tiempo (h)

Figura 23. Niveles plasmaticos de sulféxido de albendazol (SOALB) versus tiempo (h)
después de la administracion de la formulacion de albendazol-p-ciclodextrina (ALB-BCD),
albendazol-p-ciclodextrina-polivinilpirrolidona (ALB-BCD-PVP) y de Zentel. Se administro
una dosis oral Unica de albendazol equivalente a 10 mg/Kg. Cada punto representa la media +
EE (n=6).

Tabla 13. Parametros farmacocinéticos obtenidos después de la administracion de las
formulaciones de albendazol (ALB)(10 mg/Kg).

Parametros farmacocinéticos (media + EE) ( n=6)

Formulacion Cmax (ng/mL) Tmax (h) AUCq., (ng/h/mL™?)
Zentel® 859+73.12° 8.33+0.81° 6855+1035.4°
ALB-pCD 1507+94.88° 6+0° 10784+1040°
ALB-BCD-PVP 1977+189.87*" 6.33+0.3*" 15708+1980°

2 P<0.05 con respecto al grupo de Zentel.® P<0.05 con respecto a ALB-BCD. EE es error estandar.
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Efecto de la B-ciclodextrina sobre la biodisponibilidad de albendazol

Se ha reportado que la constante de estabilidad aparente (Kc) del ALB con la B-
ciclodextrina es de 68.9 M™ en medio acuoso, lo que indica una débil asociacion del
farmaco en este complejo (Castillo y col, 1999). Es por ello que no se esperaba un
incremento significativo en la biodisponibilidad de este farmaco en el sistema binario.
Al analizar los datos de la tabla 13 se encontré que contrariamente a lo previsto, los
valores de Cmax y AUC fueron significativamente mayores a los de Zentel (P<0.05),
mientras que el tiempo para alcanzar la concentracion maxima fue mas corto. El
incremento en Cmax y AUC fue de 1.75 veces y 1.57 veces, respectivamente. El
aumento en la velocidad de absorcion y en la cantidad absorbida a partir del sistema
binario podria estar asociado a un incremento del farmaco disuelto en el tracto
gastrointestinal ya que se ha demostrado que el principal mecanismo mediante el cual
las ciclodextrinas incrementan la absorcion es incrementando la solubilidad del farmaco
(Carrier y col. 2007). Los resultados del presente estudio son semejantes a los obtenidos
con una formulacion conteniendo hidroxipropil-p-ciclodextrina a una dosis de 50
mg/Kg (Castillo y col., 1999) con la que el incremento en la Cmax fue de 1.68 veces y
en AUC de 1.39 veces con respecto a los obtenidos al administrar una suspension de
ALB en carboximetilcelosa. De forma similar, Garcia y col (2003) encontraron un
aumento semejante en la biodisponibilidad de este farmaco en ratones a los cuales se les
administré una dosis de 100 mg/Kg de una formulacién liquida conteniendo ALB y
hidroxipropil-ciclodextrina al 20% (peso/volumen) y acido clorhidrico 0.2 M. Los
resultados del presente trabajo muestran que la B-ciclodextrina también es una buena

opcidn para incrementar la biodisponibilidad de albendazol.
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Efecto de la polivinilpirrolidona y la p-ciclodextrina sobre la biodisponibilidad de
albendazol

Al analizar los resultados de la formulacion ternaria ALB-BCD-PVP se encontrd que la
absorcion de farmaco se incrementd significativamente, en relacion a las demas
formulaciones. Los valores de Cmax y AUC de la formulacion ternaria fueron 2.3 veces
mas altos en relacion a los obtenidos con Zentel, mientras que el tmax fue menor. De
igual manera la formulacion ternaria present6 valores de Cmax y AUC 1.3 veces y 1.45
veces mas altos que los obtenidos con la formulacion binaria. El incremento en
biodisponibilidad fue mayor con el uso de ambos excipientes en la formulacion: la
polivinilpirrolidona y la pB-ciclodextrina, lo que podria deberse a una interaccion
positiva de éstos sobre la biodisponibilidad del farmaco. Otras opciones que permitirian
explicar éste incremento son: a) la polivinilpirrolidona mejoré la capacidad solubilizante
de la B-ciclodextrina ya que se ha encontrado que la incorporacion de bajas cantidades
(de 3 a 10%) de este polimero a soluciones acuosas con B-ciclodextrina, incrementa su
solubilidad y su habilidad complejante (Loftsson y col, 1998). b) la polivinilpirrolidona
modifico la permeabilidad de la membrana gastrointestinal incrementando el proceso de
particion de farmaco a través de la barrera intestinal. En un estudio de permeabilidad en
células Caco-2 realizado por Saha y col. (2000), se encontr6 que la polivinilpirrolidona
(1%) increment6 el flujo de un derivado imidazoélico en un 40%-65 a través de la
monocapa de células, mejorando su coeficiente de particion. c) La polivinilpirrolidona
mejoro la solubilidad del albendazol que no se encuentra incluido en la ciclodextrina.
Este efecto ha sido observado por Torrado y col. (1996), los cuales mostraron que la
velocidad de disolucion de albendazol y su coeficiente de solubilidad se incrementd

cuando el farmaco fue mezclado con polivinilpirrolidona. Este incremento en
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solubilidad se atribuye a que la presencia del polimero disminuye la forma cristalina y
aumenta la fraccion amorfa del farmaco.

Estos resultados estan en acuerdo con previos estudios, los cuales muestran el efecto
positivo de la adicion de polivinilpirrolidona sobre el efecto complejante y la habilidad
solubilizante de la B-ciclodextrina como se observd con sistemas ternarios como
naproxeno-p-ciclodextrina-polivinilpirrolidona y vinpocetina-p-ciclodextrina-
polivinilpirrolidona (Valero y col., 2006; Ribeiro y col., 2003).

Con base en los resultados encontrados, se pone de manifiesto que la formulacion
binaria de albendazol-p-ciclodextrina y la formulacion ternaria de ALB-BCD-PVP
incrementan la biodisponibilidad y eficacia de ALB, sin embargo, considerando el
efecto sinérgico del polimero en la formulacion binaria, la formulacién ternaria seria

mas promisoria para continuar con su evaluacién en humanos.

7.2.2.4 Relacion del efecto con niveles plasmaticos

Se ha demostrado que la actividad antihelmintica de albendazol depende no solo de su
union a la B-tubulina del parasito, sino también a la habilidad para alcanzar
concentraciones suficientemente altas y sostenidas en el sitio en el que se localiza el
parasito (Lancey, 1988; Truong y col., 2008).

Existen reportes en la literatura indicando que existe una relacién entre los niveles
plasméticos de sulfoxido de albendazol y el efecto antihelmintico de ALB en las
especies de Trichinella spiralis y Echinoccocus granulosus (Cassulli y col, 2006;
Kalaiselvan y col, 2007). Asimismo, Garcia y col. (2003) reportan que un incremento en
Cmax de 1.64 veces en los niveles de sulfoxido de albendazol, logra incrementar la

eficacia de albendazol de 19.9% a 55.1% para la forma enquistada de Trichinella
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spiralis, mientras que un aumento en Cmax de 2.36 veces logra incrementar la eficacia
de 33% a 97.5%.

En el caso de cisticercos de Taenia a pesar de que hemos descrito que la actividad
cisticida in vitro de albendazol depende de la concentracion y del tiempo de exposicion
del farmaco frente al parasito (Palomares y col, 2004), este es el primer reporte que
muestra que existe una relacion entre los niveles plasmaticos y la eficacia cisticida.
Dado que a la fecha no se ha establecido la concentracion minima efectiva de ALB en
pacientes con neurocisticercosis, los resultados del presente trabajo confirman la
importancia de continuar con la busqueda de esta informacion lo cual apoyaria a la

optimizacion de la terapia cisticida.
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Conclusiones

1. Seidentificd una nueva molécula (FHL18) con actividad cisticida semejante a la
del sulfoxido de albendazol.

2. Se encontr6 una nueva formulacion de albendazol (albendazol-p-ciclodextrina-
polivinilpirrolidona) mas efectiva y con mayor biodisponibilidad que una
suspension comercial.

3. Se establecieron los requerimientos estructurales basicos para que una molécula
presente actividad cisticida.

Considerando que el compuesto FHL18 y la formulacion de albendazol-p-

ciclodextrina-polivinilpirrolidona podrian ser nuevas alternativas para incrementar

la eficacia terapéutica de albendazol se recomienda continuar con su evaluacion en

humanos.
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PERSPECTIVAS

Q. Perspectivas

1) Continuar con la evaluacion del compuesto FHL18, determinando las
propiedades biofarmaceuticas y la farmacocinética de esta molécula.

2) Determinar la biodisponibilidad de la formulacion albendazol-p-ciclodextrina-
polivinilpirrolidona en un pequefio grupo de voluntarios sanos para caracterizar
su comportamiento y explorar su utilidad clinica.

Con estos estudios se permitira documentar si estas dos nuevas alternativas pueden ser

seguras y eficaces en el tratamiento de la cisticercosis en humanos.
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ANEXOS

1) Congreso Internacional “50™ Annual Meeting of the Western Pharmacology
Society”

Fecha: Marzo, 2007. Banff, Alberta, Canada.

Titulo del trabajo: Evaluation of the efficacy of new benzimidazolic derivatives on
Taenia crassiceps cysts.

Autores: Francisca Palomares-Alonso, Francisco Hernandez-Luis, Guadalupe Palencia,
Rafael Castillo, Alicia Hernandez-Campos y Helgi Jung Cook.

Although albendazole (ABZ) is the drug of choice for Neurocysticercosis treatment, its
bioavailability is limited by its absorption in the gastrointestinal tract. This fact is related to its
low solubility; therefore more research is required in order to find new molecules with
cestocidal activity. In the present study the in vitro activity of seven new benzimidazolic
derivatives and albendazole sulphoxide (ABZSO, active metabolite of ABZ) against Taenia
crassiceps cysts were evaluated. The benzimidazolic derivates were evaluated at two
concentrations 0.28 uM and 1.7 uM which represent the ECsyand ECgo 0f ABZSO respectively.
Cell Culture flasks were filled with 5 ml of culture medium containing each compound. 25 cysts
were deposited in each flask and incubated at 37°C with 5% CO, Each experiment was run by
triplicate. Parasites were observed every day with an inverted light microscope during 11 days.
The criteria to assess parasite mortality were: loss of vesicular fluid, paralysis of membrane and
cyst collapse. Our results showed that three of the compounds (FHL-18, FHL-19 and JVG40)
exhibited cestocidal activity. The activity of FHL-18 and FHL19 was similar to that found with
ABZSO. Both compounds were equally potent, (ECs, values of 0.81 uM and 0.95 uM
respectively) and less potent than ABZSO (0.28 uM). Data showed that as ABZO, the in vitro
activity was concentration-time-dependent. These compounds showed greater solubility than
ABZ. The good solubility of the compounds together with the cysticidal activity indicates that

the novel compounds could be an alternative in the treatment of neurocysticercosis.
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2) XX11 Reunion anual de investigacion del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia

Fecha: Mayo, 2007. México D.F.

Titulo del trabajo: Evaluacién de la actividad cisticida de nuevos derivados
benzimidazoélicos

Autores: Francisca Palomares, Guadalupe Palencia, Alma Ortiz-Plata, Helgi Jug Cook

Aln cuando el Albendazol (ALB) es el farmaco de eleccion en el tratamiento de la
Neurocisticercosis, su absorcién y por ende su biodisponibilidad esta limitada por su baja
solubilidad en el tracto gastrointestinal, por lo que se requiere continuar con la investigacion de
nuevas moléculas con actividad cisticida y mejores propiedades fisicoquimicas. Por lo que el
objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad in vitro de siete nuevos derivados
benzimidazdlicos en cisticercos de Taenia crassiceps. Metodologia. Los 7 nuevos derivados y
el metabolito activo del ALB, sulfoxido de albendazol (SOALB), usado como estandar de
comparacion, se disolvieron en DMSO vy se realizaron las diluciones pertinentes en medio de
cultivo para obtener concentraciones en el rango de 0.14 —2.7 uM. Los cisticercos se colocaron
en cajas conteniendo 5 mL de medio de cultivo adicionado con cada compuesto y se incubaron
a 37°C y 5% de CO, durante once dias. La mortalidad fue evaluada cada tercer dia empleando
un microscopio de luz invertida. El dia 11 se realiz6 una prueba de tincién con azul de tripano.
El criterio de mortalidad fue la perdida de fluido quistico, paralisis de la membrana y el colapso
del parésito. A partir de las curvas concentracion-respuesta se calcul6 la concentracion efectiva
50 (CEsp). Resultados. Tres de los derivados benzimidazélicos evaluados (FHL18, FHL19 y
JVG40) presentaron actividad cisticida. La actividad de los compuestos FHL-18 y FHL19 fue
similar a la encontrada con SOALB vy esta actividad fue concentracién-tiempo dependiente. Los
valores de CEs, encontrados para FHL18, FHL19 y SOALB: 0.65 uM (0.32-1.15), 0.92 uM
(0.47-1.83) y 0.26 uM (0.16-0.4) respectivamente, mostraron que el compuesto FHL18 fue
igualmente potente que SOALB mientras que el compuesto FHL19 fue menos potente.

Conclusiones. La actividad cestocida encontrada de FHL18, FHL19, aunada a su alta
solubilidad, indican que estos nuevos derivados benzimidazolicos podrian representar una

alternativa en el tratamiento de la neurocisticercosis.
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3) Congreso Internacional “52™ Annual Meeting of the Western Pharmacology
Society”

Fecha: Febrero, 2009. Acapulco, México.

Titulo del trabajo de investigacion: Evaluation of two new albendazole-cyclodextrins-
polymer systems: dissolution studies, oral bioavailability and cysticidal activity
Autores: Francisca Palomares-Alonso, Cesar Rivas-Gonzalez Guadalupe Palencia-
Hernandez, lliana Gonzalez-Hernandez, Nelly Castro-Torres, Ma. Josefa Bernard
Bernard y Helgi Jung-Cook.

Different strategies have been developed in order to improve the aqueous solubility of
albendazole (ABZ) and also its bioavailability, such as the use of surfactants and the
complexation with cyclodextrins (CDs). However, little attention has been focused on
the use of third components, such as water-soluble polymers, for improving the
properties of drug-CD systems. The main purpose of this work was to evaluate the
effect of the ABZ-BCD formulation (1:1) in combination with two water-soluble
polymers: pectine (PEC) and polivinilpirrolidone (PVP), on the dissolution rate and
cysticidal efficacy and bioavailability. The bioavailability study was done with the
formulation which showed the highest efficacy. Dissolution behavior was evaluating
using USP apparatus 2. To assess the cysticidal activity, a cysticercosis murine model
caused by Taenia crassiceps was used. Oral bioavailability was performed on rats and
plasma concentrations of albendazole sulphoxide (ABZSO) (main metabolite of ABZ),
were assayed by HPLC.

Our results showed that the ABZ-BCD-PVP formulation showed the highest dissolution
rate (78.5%) and the highest cysticidal activity (83%). Also the bioavailability was
significantly increased (2.3 fold) after its administration. Taking in account these results
we consider that the ternary system ABZ-BCD-PVP could be used a potential
pharmaceutical alternative in treatment of systemic helmintic diseases in developing

countries and it is worth to continue their evaluation.
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Anexo 2. Articulo publicado

Synthesis and in vitro cysticidal activity of new benzimidazole derivatives.
Palomares-Alonso, F., Jung-Cook, H., Pérez-Villanueva, J., Piliado, J.C.,
Rodriguez-Morales, S., Palencia-Hernandez, G., Lo&pez-Balbiaux, N.,
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ABSTRACT

The effect of two water-soluble polymers: pectin and polyvinylpyrrolidone in combination with
B-cyclodextrin, on the dissolution, bioavailability and cysticidal efficacy of albendazole was
evaluated using a commercial suspension as reference product. The dissolution of the
albendazole-B-cyclodextrin-pectin formulation was slow and incomplete (44.7 %). No statistical
differences in Cmax and AUC were found between this formulation and the reference. Also its
cysticidal efficacy (33 %) was similar to the reference (38 %). The albendazole-p-cyclodextrin-
polyvinylpyrrolidone formulation exhibited the highest dissolution rate (78.5%) and its
bioavailability was also significantly increased (2.3 fold). Additionally, the cysticidal activity of
this formulation (83%) was greater. Our results suggest that the ternary system of albendazole-
B-cyclodextrin-polyvinylpyrrolidone could be a potential alternative for the treatment of

systemic helmintic diseases and it is worth to continue its preclinical evaluation.




1. Introduction

Although albendazole (ABZ) is the drug of choice for neurocysticercosis treatment, it is
well known that it is poorly and erratically absorbed from the gastro-intestinal tract which is
related to its low water solubility. As a result a high inter-individual variability in plasma levels
and efficacy has been found (Jung et al., 1998; Del Brutto et al., 2006). Different strategies have
been developed in order to improve its aqueous solubility and bioavailability, such as the use of
surfactants (polysorbate 80, sodium taurocholate and polyethylene glycol) or polymers
(polyvinyl pyrrolidone, hydroxy propyl methyl cellulose) (Redondo et al., 1998; Daniel-
Mwambete et al., 2004; Kalaiselvan et al., 2006). The complexation with cyclodextrins has also
been studied. Castillo et al. (1999), who evaluated the influence of three different types of -
cyclodextrins on the solubility of ABZ and found that the highest solubilization effect was
achieved with methyl-B-cyclodextrin.

Several studies have been performed using solid complexes of albendazole-
hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HP-BCD): Garcia-Rodriguez et al. (2001), showed that the
anthelmintic activity and plasma concentrations of the active metabolite of ABZ (albendazole
sulphoxide, ABZSO) was significantly increased. Casulli et al. (2006) found that the AUC and
the efficacy against larvae of Trichinella spiralis of the same complex were higher than those
obtained for ABZ alone. Evrard et al. (2002) showed that the bioavailability of ABZ in HP-BCD
was 37% higher than that obtained with a commercial suspension. The ABZ-HP-BCD complex
has also been evaluated in humans, showing that the relative bioavailability of ABZ was
enhanced 9.7 fold compared to the commercial tablets; however, in most of the subjects the
formulation caused diarrhea (Rigter et al., 2004).

For a variety of reasons, including cost, production capabilities and toxicology, the
amount of cyclodextrin that can be included in drug formulations is limited. It has been found
that the addition of water soluble polymers increase the complexation efficiency and
solubilizing effect of cyclodextrins in the drug-cyclodextrin complexes reducing its amount in
the formulation (Loftsson et al., 1994; Loftsson et al., 1998). In the case of glimepiride and

naproxen, it has been found that the ternary systems containing CD and polyvinylpyrrolidone




(PVP), showed higher dissolution efficiency compared to the corresponding binary system
(Valero et al., 2003; Ammar et al., 2006). The change in solubility of some benzimidazole drugs
with pectins has also been reported (Khalikov et al., 1995). Up to date there is no information
available about the behavior of ABZ in ternary systems, therefore the aim of this study was to
evaluate the effect of water-soluble polymers: pectin and polyvinylpyrrolidone, in combination

with B-cyclodextrin, on the dissolution, bioavailability and efficacy of ABZ.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and reagents

ABZ was kindly donated by GlaxoSmithKline (México), ABZSO was synthesized by
Dr. Rafael Castillo (Facultad de Quimica, UNAM, México), B-cyclodextrin (BCD, molecular
weight 1135) was from Cerestar (USA), carbamazepine (CBZ) and polyvinylpyrrolidone (PVP,
K30 of molecular weight 360 000) were from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), pectin DE31
(PEC, from HELM, México); methanol, ether, chloroform, dichloromethane were HPLC grade
(J.T. Baker). Water was deionized using a water purification system (MilliQ system equipment,
Millipore). All other reagents were of analytical grade.
2.2. Animals

Experimental protocols were approved by the Institutional Committee of Research of
the Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia. The study was carried out according to the
“Guide to the Care and Use of Experimental Animal Care” and the guidelines for the care and
use of laboratory animals of the Mexican directive (NOM-062-200-199). During all
experiments the animals were housed in animal facilities under controlled environmental
conditions (24-25 °C temperature and 55 + 5% humidity) and 12 h light/dark cycle. Food and
water were provided ad libitum.
2.3. Preparation of ternary g-cyclodextrin systems

The preparation of solid systems between BCD and ABZ was performed by the
kneading method, which is described below. In all cases the molar ratio between BCD and ABZ

was kept 1:1. A weighed quantity of BCD was placed in a mortar and a small amount of



distilled water was added and mixed to obtain a homogeneous paste. ABZ was slowly added
and the mixture was kneaded until a homogeneous consistence was obtained. Ternary systems
of albendazole-B-cyclodextrin-pectin  (ABZ-BCD-PEC) or albendazole-B-cyclodextrin-
polyvinylpyrrolidone (ABZ-BCD-PVP) were prepared by adding PVP or PEC to the binary
system in a concentration of 5% (w/w). The products were dried and sieved through a 0.25 mm
mesh.

2.4. Dissolutions studies

ABZ (pure) and ABZ-BCD-polymer tablets were prepared by direct compression
without excipients. Dissolution studies were performed using a USP Vankel UK700-8
apparatus. The dissolution medium used was 900 mL of degassed 0.1N HCI at 37°C + 0.5°C.
The paddle rotation speed was 50 rpm. In all experiments, 2 mL of dissolution samples were
withdrawn at 5, 10, 20, 30, 45, 60 and 90 min without replacement of medium. Six replicates for
each product were used. Samples were filtered through 0.45pum membranes and assayed for
ABZ content by a spectrophotometric method at 291nm (UV/VIS Shimadzu
Spectrophotometer). The method was linear from 2 - 22 pg/mL. Intra-and interday precision
values were less than 2%. For every trial, a standard curve was prepared. Cumulative
percentages of drug released were calculated for each product.

2.5. Bioavailability study

The study was performed in male Wistar rats weighing 280 = 20 g. The animals were
fasted overnight prior to the experiment and were given water freely.

Aqueous dispersions of ABZ-BCD-PEC and ABZ-BCD-PVP were prepared for this
study. A commercial suspension (Zentel®, GlaxoSmithKline, México) was used as the
reference product for comparison. Formulations were administered orally by a bucco-gastric
tube at a dose of 10 mg ABZ/kg of body weight. Rats were anaesthetized and a catheter was
implanted into the vein tail; blood samples of 0.5 mL were taken from the tail vein before drug
administration and after 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 8, 10 and 12 h (n=6 per sampling time). Blood
samples were collected into heparinized tubes, centrifuged for 15 min at 3000 rpm and the

plasma samples were stored at -70 °C until HPLC analysis.




2.6. Drug analysis

Plasma aliquots of 200 pL were mixed with 20 pL of carbamazepine (10 pg/mL) as
internal standard. The sample was extracted with 4 mL of ether-dichloromethane-chloroform
(60:30:10 (v/viv)) by vortex mixing for 5 min. After centrifugation at 3000 rpm, the upper
organic layer was removed and evaporated to dryness at 40 °C under a nitrogen stream. The
residue was reconstituted with 50 uL of methanol-water-chloroform (70:30:5 (v/v/v)), shaken
on a vortex and a 10 pL aliquot was injected onto the HPLC system. Analysis was performed on
an Agilent chromatographic system (1100 series) equipped with a multisolvent delivery system
and an autosampler. The column was a Symmetry RP;5 5 uM (4.6 x 250 mm) with a mobile
phase composed of methanol-phosphate buffer 25 mM, pH 5.7 (65:35). The flow rate was kept
constant at 0.4 mL/min and the detection was carried out by UV at 295 nm.

Under these conditions the retention time for ABZSO was 9.2 min. Data showed that
the method was linear over the range between 50-5000 ng/mL (r? = 0.998), with precision of
10% and accuracies of 98 + 5%. The detection and quantification limits were 25 and 50 ng/mL
respectively. The ABZSO plasma concentrations were expressed as meantSD. The
pharmacokinetic parameters of ABZSO were determined by a non-compartmental analysis
using WINOLIN software V. 5.0.

2.7. Cysticidal activity

Studies were performed on Taenia crassiceps cysts (WFU strain), which have been used
previously as a model for the evaluation of cysticidal drugs (Palomares et al., 2004). Male
BALB/c mice were infected with T. crassiceps by intraperitoneal injection of 30-35 cysts per
mouse; the parasites were previously suspended in 0.5 mL of sterile 0.9% saline solution. After
one month of infection, the animals were divided randomly into five experimental groups (six
mice per group) as follows: (1) Control group, which received water as placebo; (2) commercial
suspension group (Zentel®, GlaxoSmithKline, México); (3) ABZ-BCD-PEC group and (4)
ABZ-BCD-PVP group.

Formulations for this study were prepared as solid dispersions in water at a

concentration of 40 mg of ABZ/mL and stored at -20 °C for a period of 5 days maximum.




Zentel containing 40 mg/mL of ABZ was used as reference. Each mouse received 150 mg of
ABZ/kg/day of each formulation intragastrically, during 30 consecutive days. On day 31 mice
were Killed by cervical dislocation, and the cysts were carefully removed from the peritoneal
cavity. The parasites were washed with sterile 0.9 % saline solution, and parasite dry weight
was determined as follows: the parasites were homogenized in a Poly-Tron PT 2100
homogenizer (Kinematica, Switzerland) to obtain the membranes only, the material was
centrifuged for 20 min at 5000 rpm and the residue was lyophilized (freeze-drying method) for
4 h. Parasite residue weight was recorded using an analytical balance (Mettler 2500). The
weight of recovered cysts from each experimental group was expressed as mean = SD. The
cysticidal efficacy was expressed as the percentage of parasite reduction and was calculated by
comparing the dry weight from the treated experimental animals with that obtained from the
control mice.
2.7. Statistical analysis

In order to compare the percentage of ABZ dissolved at 90 min among the formulations,
a one-way analysis of variance (ANOVA) test followed by the Dunnet’s test was conducted
considering pure ABZ as control. The pharmacokinetic parameters of ABZSO (Cmax, Tmax
and AUC) as well as the efficacy of the drug formulations were analyzed using the same
procedure considering Zentel as the reference product. Data analysis was carried out using SPSS

software (V. 15.0) and differences were considered significant at p<0.05.




3. Results
3.1. Dissolutions study

Figure 1 shows the dissolution profiles of the different formulations under study. The
results show that the dissolution rates were appreciably faster in the ternary systems in
comparison with ABZ. The percentage of drug dissolved at 90 min was 9 + 0.75 %, 44.7 £ 2.4
% and 78.5 = 6.5 % for ABZ alone, ABZ-BCD-PEC and ABZ-BCD-PVP respectively. The
release was also affected by the kind of polymer used, being lower when PEC was used instead
PVP in the formulation. The highest dissolution rate was found with the ABZ-BCD-PVP

system.

100 +
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Time (min)

Fig. 1. Dissolution profiles for ABZ, O; ABZ-BCD-PEC, A and ABZ-BCD-PVP, H; in HCI

0.1N. Each point represents mean + SD, n=6.




3.2. Bioavailability study

Figure 2 illustrates the mean plasma concentrations of ABZSO obtained after the oral
administration of the different formulations using Zentel as reference. The pharmacokinetic
parameters are shown in Table 1. When the ternary system ABZ-BCD-PEC was compared with
the reference product, no significant differences among Cmax and AUC values were found
(p>0.05). On the other hand, the ABZ-BCD-PVP formulation increased significantly the
bioavailability of ABZ. Cmax was 2.3 times higher than that obtained with Zentel and 1.68

times higher than that obtained with the system ABZ-BCD-PEC.

3000 -
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Fig. 2. Plasma levels of ABZSO versus time (h) after a single oral dose (10 mg/kg) of Zentel,

O; ABZ-BCD-PEC, A and ABZ-BCD-PVP, . Each point represents the mean + SE, n=6.



Table 1. Pharmacokinetic parameters of ABZSO after an oral dose of 10 mg/kg of the different

albendazole formulations.

Pharmacokinetic parameters

Formulation Cmax Tmax AUC.1»
(ng/mL) (h) (ng/h/mL)
Zentel 859+73.1 8.33+0.8 6855+1035
ABZ-BCD-PEC 1182+101.3 7.43+0.6 9381+1002
ABZ-BCD-PVP 1993+178.2 ¢ 6.33+0.3 ¢ 15874+1848 °

Data are expressed as mean + SE, n=6. a= significantly different from Zentel (p < 0.05).

3.3. Cysticidal activity

Figure 3 shows the cysticidal activity of the different formulations and Zentel against
Taenia crassiceps cysts. As can be seen, a significant parasite reduction in all treatments was
obtained (p<0.05). The mean percentage of parasite reduction after ABZ-BCD-PEC, Zentel, and
ABZ-BCD-PVP was: 33%, 38% and 83% respectively. No differences were found between the
efficacy obtained with the ternary ABZ-BCD-PEC formulation and Zentel. A significant
improvement in the efficacy was found with the ternary system ABZ-BCD-PVP (p<0.05). The
efficacy showed an enhancement of 2.5 fold compared to Zentel. All formulations were well
tolerated and there were no abnormalities in the behavior, food/water consumption and general

activity of the animals throughout the study.
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Fig. 3. Cysticidal efficacy results expressed as the percentages of reduction in the parasite
weight obtained with the different formulations. Values represent the mean + SD, n=6; *p<0.05

against group treated with Zentel.

4. Discussion

The natural cyclodextrins, in particular B-cyclodextrin, have limited solubility in water and their
complexes with lipophilic water-insoluble drugs often results in precipitation of solid drug-
cyclodextrin complexes (Stella and He, 2008). Taking into account that water-soluble polymers
enhance the aqueous solubility of B-cyclodextrin, we used this approach to evaluate the effect of
two water soluble polymers on the bioavailability and efficacy of albendazole. The results
showed an increase in the drug dissolution rate when the ternary ABZ-BCD-PEC formulation
was used which was almost 5 fold in comparison with that obtained with the drug alone.

The increase in solubility could be associated to the interaction between B-cyclodextrin and the
polymer. Up to date there are no reports about the influence of PEC on the solubility of -

cyclodextrin and other studies are required to explain the results.
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In the case of the ABZ-BCD-PVP the highest in dissolution rate was found. The increase in
dissolution rate was 8.7 fold than that obtained with the drug alone and 1.7 fold than that
obtained with the ABZ-BCD-PEC formulation. Several studies have shown that PVP improves
the wettability and dispersability of low solubility drugs (Patel et al., 2007). Also, Torrado et al.
(1996) showed that the ABZ dissolution rate and the solubility coefficient increased when ABZ
was mixed with PVP as solid dispersion. In the present study the increase in the dissolution rate
could be attributed to the synergic solubilizing effect of the polymer and the B-cyclodextrin.
These results are in agreement with previous studies which have shown the positive effect of
addition of small amounts of PVP on the complexing and solubilizing abilities of cyclodextrins,
as observed in the naproxen-BCD-PVP and vinpocetine-BCD-PVP systems (Valero et al., 2006;
Ribeiro et al., 2003).

Furthermore, it has been shown that PVP improves the amorphous state stability via an
antiplasticizing effect (Kalaiselvan et al., 2006). This is important for ABZ, since during storage
conversion from amorphous to the crystalline state could take place, affecting the drug
solubility and its dissolution rate.

The results of bioavailability showed that the ABZ-BCD-PEC formulation was
inefficient to enhance the bioavailability of ABZ. The absorption rate was also similar to that
observed with the commercial suspension, since no differences in Cmax was found. This fact
could be associated to the ability of PEC to promote in vivo gelation (Itoh et al., 2007), which
could affect the drug delivery in spite of the CD presence.

When the ABZ-BCD-PVP was evaluated an increase in the ABZ bioavailability was
found. As seen in table 1 this increase was reflected in the Cmax and also in AUC. The
enhanced in bioavailability was related with the increase in dissolution rate, which lead to better
absorption. This improve could be explained by different factors: a) PVP enhanced the
solubility of BCD, b) PVP affected the permeability of the gastro-intestinal membrane
increasing the drug partitioning process across intestinal barrier (Saha and Kou, 2000) or ¢) PVP

enhanced the solubility of the free drug in the system.
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In terms of efficacy, the ABZ-BCD-PEC showed a similar activity to that obtained with
Zentel, while the ABZ-BCD-PVP formulation was the most efficient to reduce the cysts. The
increase in the cysticidal activity could be a consequence of the increase in the systemic
availability of ABZSO, since a direct relationship between the bioavailability parameters (Cmax
and AUC) and the efficacy was found. Our results are in accordance with a previous study in
which the cysticidal activity of ABZSO on T. crassiceps cysts was time and concentration

dependent (Palomares et al., 2004).

5. Conclusion

In summary, the ternary system ABZ-BCD-PVP improved significantly the dissolution
rate, cysticidal efficacy and the bioavailability of ABZ. Considering that among cyclodextrins,
the parent B-CD has a low cost of production, the ternary system ABZ-BCD-PVP could be a
potential pharmaceutical alternative in the treatment of systemic helmintic diseases in

developing countries and it is worth to continue its evaluation.
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