UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA
DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA.

POTENCIACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA DEL ALBENDAZGOL
MEDIANTE MODIFICACIONES EN SU BIODISPONIBILIDAD Y METABOLISMO

MADRID, 1996

Memoria presentada para optar a
la obtencién del Grado de Doctor

por:
M? LUZ LOPEZ GARCIA.

Director:
Prof. Dr. D. FRANCISCO BOLAS



D. ANTONIO R. MARTINEZ FERNANDEZ, CATEDRATICO Y DIRECTOR DEL
DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA DE LA FACULTAD DE FARMACIA
DE LA UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID,

CERTIFICA: Que la licenciada en Farmacia, M® Luz Lépez Garcfa, Ha realizado
bajo la direccién del Prof. Dr. D. Francisco Bolds Ferndndez, la
memoria titulada; " POTENCIACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIHELMINTICA DEL ALBENDAZOL MEDIANTE
MODIFICACIONES EN SU BIODISPONIBILIDAD Y
METABOLISMO", para optar al grado de Doctor en Farmacia.

Y para que asf conste, expido y firmo el presente certificado en Madri
Mayo de 1996

FACULTAD DE FARMACH

BETC DE PARAS ST




A mis Padres
A Goyo



AGRADECIMIENTOS

Quiero expresar mi mds sincero agradecimiento a todas aquellas personas gracias a las cuales
se ha podido realizar esta tesis doctoral:

Al Prof. Dr. D. Francisco Bolds Fernéndez, cuya direccién y estfmulo han hecho posible la
realizacién de este trabajo.

Al Prof. Dr. D. Antonio R. Martfnez Ferndndez, Catedritico del Dp°. de Parasitologfa no
s6lo por permitirme trabajar en el departamento a su cargo sino también por sus
consejos y dedicacidn .

A la Prof® Dra. D*® Mercedes Martfnez Grueiro, por su directa participacion en la gjecucion
de los planteamientos experimentales llevados a cabo, y en quien siempre encontré la
ayuda y apoyo que necesité,

Al Prof. Dr. D José Luis Guillén Llera, asf como a M® Dolores Sardafia Ripoll y todos los
compaifieros de cuarto, que siempre estuvieron dispuestos a prestarme su ayuda,

A todo el Dep. de Farmacia y Tecnologfa Farmaceiitica por su constante colaboracidn,
especialmente a los profesores D. Juan José Torrado Durdn y D. Santiago Torrado
Durén, y por supuesto a Diia Susana Torrado Durdn cuya memoria versa sobre el
estudio farmacéutico de nuevas formulaciones del albendazol presentada en 1994,

A los Lab® Smitkline Beechan Pharmaceuticals, de forma especial a Diia Pilar Coronel y a
los Lab® Chemo Ibérica, por las muestras de albendazol recibidas,

Por iltimo y no menos importante mi agradecimiento a todos los profesores y compafieros
del Departamento de Parasitologfa, por el dnimo y ayuda que me han prestado

A todos, por todo, MUCHAS GRACIAS,



Indice,

MATERIAS. PAGS
L INTRODUCCION o s e e e e e e e 9
2, REVISION BIBLIOGRAFICA., . ..., .. ittt iieinn 17

2.1.7 richinellalRATON, COMO MODELO EXPERIMENTAL DE
QUIMIOTERAPIA ANTIHELMINTICA. . . oot i ee i eieeen 19
2.1.1 Ciclo bioldgico de Trichinella spp. .. . v oo v vt it e v i 19
2. 0.1 Fase entriCa . . . v v o v v s e s e e i e e e e 20
2.1, 1.2 Fase Migratoria, o . v v v v v v v oo ee i e e 21
2, 1,13 Faseparenteral, .. ...t vttt e 22
2.1.2 Quimioterapia experimental de la trichinellosis murtna, . . . ........ ... 23

2.2 CARACTERISTICAS DE LOS FARMACOS

ENSAYADOS, BENZIMIDAZOLES. ., .. .. . i eis e 33
2.2.1 Sintesis de benzimidazoles . . . . v oo v i e e e e 33
2.2.2 Mecanismo de accién de benzimidazoles ... .. ... i ey 39
2.2.3 Farmacocinética de benzimidazoles: albendazol (ABZ) ........... . .. 43
2.2.3.1 Administracién, absorcidn y distribucién . . ... .. oo 43
2,2.3.2 Metabolismo y excrecidn. . ... oo e 46
2.2.3.2.1 Consideraciones sobre el metabolismo del albendazol .. ... 48

2.2.3.2.2. Quiralidad en la molécula de albendazol-sulféxido.(ABZSO) 53
2.2.3.2.3 Efecto de inhibidores enzimdticos en el metabolismo de

alhendazol, . .o v e e e e 54

2.3 UTILIDADES VETERINARIAS DEL ALBENDAZOL. ................ 61
2.3.1 Nuevos sistemas de administracion. .. ... oo v i 61
2.3.2 Eficacia de nuevas formulaciones de albendazol. . ............. .. .. 63

2.4 ALBENbAZOL EN LA QUIMIOTERAPEUTICA HUMANA, ............ 75
3. MATERIAL UTILIZADO. . .. .. v ie it oo 85
3.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION .. ... . coviveoireinennnn 87
3.2 PARASITO: CEPA DE Trichinella ... ..o ovouvrv v s 87



Indice.

4.1 METODOS ANALITICOS DEL ALBENDAZOL. ... ...... ..o vuon..
4101 HPLC . . e e

4,1.1.1 Andlisis de materia prima. .. ........ e
4.1.1.2 Métodos de determinacién de ABZ y ABZSO en muestras
BIOIGEICAS, . v e e e e e e

4.1.2 Difraccidnderayos X. . ................. e e
4.1.3 Calorimetrfa diferencial de barrido. . . .. ..... ... ... .. . . .....

4,2 METODOS DE OBTENCION DE LAS DISTINTAS
FORMULACIONES DE ALBENDAZOL. . . v vt ee oo,

4.2.1 Soluciones Hquidas. . . . .. ... . e e

4.2.2 Dispersiones sélidas. . .. . .. .. e e
4.3 METODO DE ESTUDIO BIOFARMACEI:ITICO Y FARMACOCINETICO . .

4.3.1 . De las formulaciones seleccionadas. .. .....................

4.3.1.1 Animales de experimentacién . . .. .....................
4.3.1.2 Férmacos y dosis utilizadas . . . .. .....................
4.3.1.3 Obtencidn de muestras sanguineas , . ... ... ..\ v v e vv o v
4.3.1.4 Determinacién de las concentraciones plasmdticas

de ABZSO por HPLC. . . . . . . .. . i e i

4.3.2 Del albendazol administrado junto con inhibidores microsomales
hepdticos, . .. e

4.3.2.1 Animales de experimentacién . . .. .......... .. ... .. ....
4.3,2.2 Fdrmacos y dosis administrados. . .....................
4.3.2.3 Recogida de muestras sangufneas y andlisis por HPLC. . ... . ...

88

88

88

89

89

91

91

o1

91

93

93

96

98
98
99
100
100
100
100
101

101

106

106
106
107



4.4 TECNICAS PAﬁASITOLOGICAs. ............................ 108
4.4.1 Dosis infestante . . .. . O A AR 108
4.4.2 Infestacidn con larvas obtenidas previa digestion de las canales. . ... ... 108
4.4.3 Aplicacidn de los fArmacos ... ... e e i 109
4.4.4 Digestién de la canal y recuento de larvas. .. ... oo i 110
4.4.5 Recuperacién de adultos y reCuento. .. . .. v v vv oo oo n i 111

4.5 ANALISIS ESTADISTICO .. .\ vt iiain o e e e an s 112
4.5.1 De las pruebas biofarmacéuticas y farmacocinéticas. . . . . ..., .. L. 112
4.5.2 De las pruebas farmacolfgicas. .. ... ..o v e 112

5. EXPERIENCIAS REALIZADAS . ... ... .0 vee v enim i v 113

5.1 ALBENDAZOL COMO MATERIAPRIMA . .. ... ..o v v 115
511 INtroducCion « o v v b v e e e e e e e e 115
5.1.2 Experiencias sobre la fase o estado de preadultos . . . ... v oov o 117
5.1.3 Experiencias sobre la fase de asentamiento muscular ... e 117
5.1.4 Experiencias sobre la fase muscular . ...« oo 118
5.1.5 Estudio biofarmacedtico y farmacocinético . ...... .. oo 118

5.2 RICOBENDAZOL (ALBENDAZOL-SULFOXIDO) .« . oo v vn v 119
5.2.1 Bioequivalencia . . . ... .. e e 119

5.2.1,1 Experiencias sobre la fase 0 estado de adultos, . . . ... .0 119
5.2.2 Actividad antiparasitaria .. .. .. L o e 120
5.2.2.1 Sobre el estado de preadultos. . .. ... . e coe 120
5.2.2,2 Sobre la fase migratoria. ... ... e e e ..., 120
5.2.2.3 Sobre lafase muscular., ... ..« v i e e e 121
5.2.3 Estudio biofarmaceitico y farmacocinético. . ... ... . oo 122

5.3 POTENCIACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA,
MEDIANTE FORMULACIONES DE SOLUBILIDAD EXALTADA. .. ... .. 123



Indice.

5.3.5 Estudio biofarmaceiitico y farmacocinético . .. ... .............

5.4 POSIBLE POTENCIACION DE LA ACTIVIDAD

ANTIHELMINTICA DEL ALBENDAZOL POR INHIBIDORES

DE OXIDASAS MICROSOMALES. . ... ... ..o,

SAT Inteoduceion . . oo v

5.4.2 Pruebas farmacoidgicas para determinar Ja dosis dptima

en la relacién fdrmacofinhibidor. . ... .. .. ... ... ... ... . .. ..

5.4.2.1 Experiencias manteniendo fija la dosis de albendazol

y variando la del inhibidor. ... ... ..., ........... ...

5.4.2.2 Experiencias variando la dosis del albendazol y manteniendo

fijaladel Inhibidor, . ... ... ... .. .. .. ..

5.4.3 Estudio de los pardmetros biofarmaceliticos y farmacocinéticos, .. .. ..

5.4,3.1 Estudio de la modificacién de las concentraciones plasmdticas
de ABZSO, tras la administracién de inhibidores microsomales,

dosis dnica (t =0 horas), ............... ... .. ... .

5.4.3.2 Estudio de la modificacién de las concentraciénes plasmdtica de
ABZSO, tras la administracién de inhibidores en los tiempos

0,24 yd8horas. . ....... ... ...

5.4.4 Prueba comparativa respecto a [a actividad antihelmfntica de dosis

Unicas/dosis repetidas. . . ............ ... ... .. .. ...

5.4.4.1 Efecto de la asociacién ABZ/MTZ .. .. ............. . .
5.4.4.2 Efecto de la asociaciéon ABZ/MTP ., .. .. .. ...... .. .. .

5.5 POTENCIACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA DEL ALBEN-
DAZOL HACIENDO USO DE DOS RECURSOS FARMACOTECNICOS. . .

3.5.1 Efecto de la asociacién SLGEN/MTZ y MTP sobre larvas

emigrantesde Tispiralls ... ... . ... .

3.5.2 Efecto de la asociacién SLGEN/MTZ y MTP sobre larvas

enquistadas de Tosplralis. .. .. ........ .. ... ... ... ...

123
125
127
128

128

129

129

131

131

133

134

134

135

136

136

136

137

137

137



Indice.

6 RESULTADOS. . . . o it et e e e e st e e 139
6.1. ALBENDAZOL COMO MATERIA PRIMA, . ... ..... ... ... ... ... 141
6.1.1 Actividad antiparasitaria . ... ... . ... .. . .. ... 141
6.1.1.1 Fasede preadultos. . .. ... ... i i 141
6.1.1.2 Fase migratoria, . .. .. ... .. v virrviinerirena.... 144
6103 Fasemuscular . ... .. i e e e 148

6.2 RICOBENDAZOL (ALBENDAZOL SULFOXIDO) .., .........c.c.... 153
6.2.1 Experiencias sobre adultos: Bioequivalencia .. ............. ..., 153
6.2.2 Actividad antiparasitaria .. .. .. .. 0 o i e 154
6.2.2.1 Fasede preadultos . .. .. o0 v it i e 154

6.2.2.2 Fase de asentamiento muscular . . ... oo 157

6.2.2.3 Sobre larvas enquistadas . . . ... . 0 o e e 160

6.2.3 Estudio biofarmacéutico y farmacocinético del ricobendazol. . ...... .. 163

6.3 ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA DE LAS NUEVAS FORMU-
LACIONES DESARROLLADAS., . ... . i e 165

6.3.1 Sobre el estado de preadultos . .. .. . e i 165

6.3.1.1 Eficacia de la dispersion sélida y solucién lfquida de GEN-ABZ . .. 165
6.3.1.2 Eficacia de la dispersién sélida y solucidn lfquida de SKF-ABZ ., 170

6.3.1.3 Eficacia de la solucién liquida y dispersidn sélida de RBZ ... .. 174
6.3.2 Sobre la fase de asentamiento muscular, . ... oL e o e 178
6.3.2.1 Eficacia de GEN-ABZ formulada como solucién y dispersidn . . .. 178
6.3.2.2 Eficacia de SKF-ABZ formulado como dispersién y solucién . . . .. 182
6.3.2.3 Eficacia de RBZ formulado como solucidn y dispersién. . ... .. .. 186
6.3.3 Sobre la fase muscular, . .. .. e e e e e 190
6.3.3.1 Eficacia de GEN-ABZ y sus formulaciones . . ... ......... ... 190
6.3.3.2 Eficacia de las formulaciones de SKF-ABZ ... ...... e 195
6.3.3.3 Eficacia de RBZ formulado como dispersién y solucién .. .... .. 199
6.4 POTENCIACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA DEL ALBEN-
DAZOL POR INHIBIDORES DE OXIDASAS MICROSOMALES. ...... .. 203
6.4.1 Actividad antiparasitaria de los inhibidores utilizados. ........... .. 203
6.4.1.1 En la fase migratoria. . ... oo i 203



Indice.

6.412En lafasemuscular. . ... ..., . .. . .. e 204
6.4.2 Pruebas farmacoldgicas para determinar la relacién éptima
formaco/ inhibidor . . . ... .. 205
6.4.2.1Experiencias realizadas manteniendo fija la dosis de albendazol y
variando la del inhibidor . .. .. ... ... ... .. .. 205
6.4.2,1.1 Sobre la fase migratoria, . ........... .......... 205
6.4.2,1.2 Sobre la fase de larvas enquistadas. . .............. 207
6.4.2.2 Experiencias realizadas manteniendo fija la dosis de inhibidor y
variando la del albendazol. .. .. ........ ... .. ..., 209
6.4.2.2.1 Sobre la fase migratoria. .. ........... . ... ..., . 209
6.4.2.2.2 Sobre Jafase muscular . . .......... ... .. ... ... 213
6.4.3 Estudio de los pardmetros biofarmaceiiticos y farmacocinéticos. .. ... .. 216

6.4.3.1 Madificacidn de las concentraciones plasmdticas, tras la administra-

cidn de ABZ mas inhibidores microsomales (t=0 horas). . ... ... 217
6.4.3.1.1 Efecto del MTP sobre el metabolismo del albendazol ..., 217
6.4.3.1,2 Efecto del MTZ sobre el metabolismo del albendazol . ... 219

6.4.3.2 Modificacidén de las concentraciones plasmdticas de ABZSO,
tras la administracidn de ABZ mads inhibidores microsomales

(t=0,24 y4B horas), ... ... e 222

6.4.4 Actividad antihelmfntica del albendazol, tras la coadministracién de dosis
dnicas farmaco/inhibidor, . . ... . . . . L 229
6.4.4.1 Efecto de la asociacién GEN*-ABZ/MTZ y GEN*-ABZ/MTP. ... 229
6.4.4.1,1 Sobre larvas migratorias. .. .......... .. ........ 229
6.4.4.1.2 Sobre larvas enquistadas, . . ............ . . ... ... 234

6.5 POTENCIACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA DEL ALBEN-
DAZOL MEDIANTE EL USO DE DOS RECURSOS FARMACOTECNICOS. . 238

6.5.1Efecto de la asociacidn SIGEN-ABZ/MTP y SIGEN-ABZ/MTZ sobre
larvas migratorias de Tusplralls . .. . o . o o 238

6.5.2 Efecto de la asociacién SIGEN-ABZ/MTZ y SIGEN-ABZ/MTP sobre
larvas enquistadas de Tosplralls. .. . .. oo 239



T.DISCUSION . . e e e e

7.1 T.spiralis COMO MODELQO PARA LA EVALUACION DE ALBEN-
DAZOLES GENERICOS. . .. .. . e e

7.2 ALBENDAZOL VERSUS RICOBENDAZOL EN LA QUIMIOTE-
RAPIA DE Tispiralis. . .. .« o v e e e

7.3 EFICACIA ANTIPARASITARIA DE LAS NUEVAS FORMU- :
LACIONES GALENICAS DE ALBENDAZOL Y RICOBENDAZOL. .. ....

7.3.1 Soluciones Ifquidas . .. .. . v it i e

7.3.1.0 Toxicidad aguda . ., ..., . 0 o e
7.3.1.2 Evaluacidn de la eficacia antihelmintica ... . .. e e

7.3.2 Dispersiones sdlidas . . . .. ... e
7.3.2.1 Evaluacidn de la actividad antihelmfntica . .. ..............

7.4 COADMINISTRACION DE ALBENDAZOL E
INHIBIDORES MICROSOMALES .. ... it i i e

8. CONCLUSIONES . .. e e i e e

9. BIBLIOGRAFIA. . . e i



INTRODUCCION



Introduccién

INTRODUCCION

El desarrollo de nuevos antiparasitarios, para su uso tanto en medicina humana
como veterinaria, requiere un enfoque multidisciplinar; recurriendo a la tecnologfa
farmacéutica se producen o mejoran sustancias dotadas de una posible actividad
farmacoldgica, hecho que se comprueba, haciendo uso de modelos experimentales
para el cribado farmacoldgico tanto "in vive" como " in vitro®.

Estos modelos experimentales deben responder a un planteamiento econdmico
simple, es decir, deben permitir obtener los médximos rendimientos, utilizando los
minimos medios posibles.

Por lo tanto, deberidn mantenerse en medios u hospedadores baratos, utilizar
técnicas de andlisis sencillas y los resultados obtenidos se deben caracterizar por
su universalidad, pudiendo ser extrapolables a otros modelos reales.

En este sentido, un modelo que nos permite realizar un cribado sencillo y eficaz,
es el nematodo Trichinella en el ratén, ya por su ficil mantenimiento en estos
animales de laboratorio, si bien, por el corto perfodo de tiempo necesario para
reproducir su ciclo bioldgico completo, ademds de las caracterfsticas del mismo,
pues presenta la peculariedad de contar sucesivamente una fase intestinal, sanguf-
nea y tisular, con lo cual, en un mismo modelo y en un corto perfodo de tiempo,
podemos ensayar firmacos con una posible actividad antihelmfntica extrapolable
a un gran nimero de estados clfnicos reales.

En los dltimos afios han surgido nuevos fdrmacos antiparasitarios que actian
esencialmente sobre helmintos. Dentro de estos se encuentra el grupo de los
benzimidazoles y derivados, si bien el tiabendazol no es un medicamento nuevo,
se le ha incluido por similitud con otros benzimidazoles nuevos y por ser el
firmaco de eleccién en ciertas parasitosis, como larva migratoria visceral y
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cutdnea, estrongilioidosis generalizada y tricostrongiloidosis (Campell y col.. 1986,
Cook 1990, Beus, 1989), Otro de los benzimidazoles muy utilizado es el mebenda-
zol, que presenta mayor tolerancia que el tiabendazol, asf, es el farmaco de
eleccién en helmintiasis tales como: - ascariosis, oxiyuriosis, tricocefalosis. Sin
embargo, después del advenimiento del albendazol, el mebendazol pasé a ser el
firmaco alternativo, siendo desplazado por este dltimo (Cook 1990, Edwards y col.
1988). Considerado actualmente €l albendazol como el derivado benzimidazélico
mas comiin, presenta mejor absorcién que el mebendazol y flubendazol y escasos
o nulos efectos colaterales, por lo que ha reemplazado también a éste, en la terapia
antihelmfntiéa, convirtiéndose en formaco de eleccién en el tratamiento de la
ascariosis y oxiyuriosis, asf como en la profilaxis y tratamiento de la hidatitosis
(Horton, 1989). En la actualidad est4 reemplazando al praziquantel como fdrmaco
de primera linea en el tratamiento de ia neurocisticercosis, sobre todo, en aquellos
casos en los cuales éste tltimo resulta ineficaz (Sotelo 1988) y se ha considerado
como férmaco promesa en infecciones oportunistas por microsporidios, en enfermos
con SIDA (Haque 1993, Dieterich 1994, Weber 1993 y Curry 1993,). Por dltimo,
debemos mencionar que, en la fase intestinal de la triquinosis, se ha utilizado
albendazol en forma precoz, cuando se sospecha la infestacién en personas cercanas
al nicleo de infestacién, e incluso en los casos clinicos cuando se diagnostican
precozmente (Fouestie y col. 1988). También se ha demostrado en algunos estudios
que, tras el tratamiento de la triquinosis con albendazol, la serologfa se negativiza
antes y el nidmero de quistes residuales es menor que cuando el tratamiento se
realiza con otros firmacos (Fourestie y col.. 1988).

El antihelmfntico ideal debe poseer una serie de caracterfsticas, entre las cuales
podemos incluir: - amplio espectro de accién ( eficaz frente a todos los helmintos
intestinales y sistémicos, tanto en estado adulto como larvario); 100% de eficacia
cuando se administra en una dosis Gnica., posibilidad de administracidn a nifios
y mujeres embarazadas; estable en condiciones ambientales normales, y ademds
su coste, debe ser el minimo posible (Cook 1990). Hasta que este farmaco se
desarrolle, agentes como tetracloroetileno, sales de piperazina, levamisol, pamoato
de pirantel, entre otros, seguirdn siendo utilizados.

Una molécula que cumple casi en su totalidad estas caracterfsticas puede ser el
albendazol, sin embargo y en contrapartida, éste presenta un inconveniente que
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comparte con otras moléculas de su grupo y es su escasa selubilidad, y por lo tanto
una absorcién también escasa, lo que hace que sea muy eficaz en parasitosis
intestinales, donde una baja absorcién expone al pardsito a altas concentraciones
del firmaco durante tiempos prolongados. Por el contrario, las parasitosis extrain-
testinales no son tan vulnerables por no alcanzar el albendazol la concentracion
adecuada en la biofase, interaccionar con el pardsito y ejercer su accién; lo que
contribuye a una disminucidn en los niveles de eficacia. A este punto también se
le puede unir la posible existencia de formas cristalinas inactivas, descritas para
otros benzimidazoles.

El hecho de que el mayor problema que presenta el albendazol sea su baja solubili-
dad, hace de este fdrmaco un candidato idéneo para el desarrollo de nuevas
formulaciones de solubilidad exaltada, tanto en velocidad como en magnitud.

Numerosos estudios farmacocinéticos realizados en diversas especies animales,
incluyendo humanos, han descrito unas concentraciones plasméticas de albendazol
casi inapreciables ( < 0,01 pg/ml), debido a su paso previo por el higado, causa
por la cual muestra esta baja biodisponibilidad, lo que afecta negativamente a su
actividad frente a pardsitos extraintestinales).

Por otro lado, también es bien conocido e] metabolismo de esta sustancia en €l cual
la vfa oxidativa es la ruta principal, con la formacién sucesiva de sulfoxido(
ABZS0), dotado también de actividad farmacolégica, y sulfona (ABZS0,) (Lanusse
y col.. 1993). Estudios " in vitro " con netobimin (precursor de albendazol) han
demostrado que e] metabolismo del albendazol tiene lugar en la fraccién microso-
mal hepdtica, siendo una flavin-monooxigenasa (FMO) la responsable de la
sulfoxidacién, mientras que la sulfonacién, mas lenta e irreversible, correrfa a
cargo del sistema citocromo P-450. Asf la administracién de inhibidores de oxida-
sas microsomales incrementa significativamente 1a concentracion de ABZy ABZSO
en el plasma de ovejas y terneros, pudiendo ello traducirse en un incremento
notable de la actividad antiparasitaria.

Fouts y Brodie en 1955, demostraron que la inhibicidn de enzimas presentes en
la fraccién microsomal hepdtica constitufa el mayor factor en la actividad sinérgica
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del SKF 525-A, cuando se administraba junto a otra formacos, aunque este inhibi-
dor ya habfa sido utilizado anteriormente para potenciar la actividad de otras
sustancias como el hexobarbital (Cook, L y col.. 1954), o para aumentar la
actividad analgésica, pero no Ja depresién respiratoria de la morfina (Cook L y col
1954), entre otros. |

El hecho de que el albendazol se esté utilizando cada vez con mayor frecuencia
en diversas infecciones e infestaciones parasitarias, junto con el hecho de poseer
unas caracterfsticas tanto farmacodindmicas como farmacotécnicas idéneas para
el desarrollo de nuevas formulaciones, ademds de para el estudio de sustancias que
gjercieran un efecto sinérgico, fue el motivo por el cual este grupo de investigacién
decidié realizar dos tesis doctorales complementarias: por un lado el estudio
farmacéutico de nuevas formulaciones galénicas de albendazol realizado en el
Departamento de Farmacia Galénica y Tecnologfa Farmacéutica por D? Susana
Torrado Durdn (1994), y por otro, el estudio de la actividad antihelmintica de
nuevas formulaciones de este farmaco y el efecto sinérgico de inhibidores del
metabolismo microsomal, en distintas fases del ciclo bioldgico de T, spiralis, motivo
de esta tesis,



Objetivos y planteamiento

OBJETIVOS: En la presente tesis doctoral se han fijado los siguientes objetivos
principales, dirigidos hacia una potenciacién de 1a actividad antihelmintica del bencimida-
zol carbamato, ALBENDAZOL.:

1. Caracterizacién de dos moléculas de albendazol (bioequivalentes) suminis-
tradas por dos casa comerciales distintas.

2. Comparacion de la actividad antiparasitaria de los dos productos anterio-
res, con la de su metabolito activo ricobendazol ( albendazol-sulféxido).

3. Aplicacién de nuevas formulaciones galénicas como posibles potenciado-
res de la eficacia antiparasitaria de albendazol y ricobendazol.

4, Evaluacién del posible efecto sinérgico de inhibidores de enzimas micro-
somales hepdticos, en su administracién conjunta con albendazol,

PLANTEAMIENTO: Dividimos el trabajo en 6 fases:

1. Valoracién de la actividad antihelmintica de dos moléculas de albendazol

bioequivalentes.

2. Valoracién de la actividad antihelmintica de distintas formulaciones
galénicas de ambos albendazoles, seleccionadas por su mayor solubilidad,

para ensayos farmacoldgicos "in vivo".

3, Estudio comparativo de la actividad antiparasitaria del albendazol, rico-
bendazol y de las nuevas formulaciones obtenidas de ambos.

4. Estudio comparativo de la posible potenciacién de la actividad antihelmin-
tica del albendazol, mediante modulacién de su farmacocinética, por inhibido-

res de oxidasas microsomales.
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5. Determinacidn de las caracterfsticas biofarmacéuticas y farmacocinéticas
de distintas formulaciones del albendazol, asf como de la administracidn
conjunta albendazol/inhibidor microsomal(siguiendo distintas pautas de dosifi-
cacién), mediante la técnica de HPLC, tras su administracién oral a ratones.

6. Uso de estos dos recursos, en una misma experiencia, como posible
potenciacién de la actividad antiparasitaria. Pruebas biolégicas "in vivo" en
el modelo T.spiralis/raton.

La realizacién de esta tesis ha sido posible gracias a la colaboracidén del Departa-
mento de Farmacia y Tecnologfa Farmacéutica de esta Facultad; en el cual se han
planificado y llevado a cabo los estudios de caracterizacion y elaboracion de las
formulaciones del albendazol y ricobendazol, lo que constituye parte de una linea
conjunta de trabajo de ambos Departamentos,
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2.1.

Trichinella /| RATON, COMO MODELO EXPERIMENTAL DE QUIMIOTE-
RAPIA ANTIHELMINTICA.

2.1.1 CICLO BIOLOGICO DE Trichinella spp.

El ciclo bioldgico de Trichinella spp. se caracteriza porque el mismo hospe-
dador actia como hospedador definitivo, en una de las fases del ciclo que tiene
lugar a nivel intestinal, con el paso de las formas larvarias hasta adultos y la
reproduccién sexual de éstos, y como hospedador intermediario en una segunda
fase, de ubicacién muscular, con el asentamiento de estas formas larvarias y su
posterior evolucién hasta el estadfo infestante para un nuevo hospedador, Este tipo
de ciclo recibe el nombre de "autoheteroxeno",

Tanto en la fase enteral como en la parenteral, el pardsito induce cambios
estructurales y qufmicos significativos. La larva infestante (L,) ubicada en el tejido
muscular estriado, en unas estructuras altamente organizadas, produce una gran
modificacién en las células musculares (Purkerson y Despommier, 1974). La vida
deestal, en estado "de espera” puede ser tan larga como la vida del hospedador.

En contraste, los gusanos adultos se sitdan en las células del epitelio colum-
nar o epitelio simple cilindrico de la mucosa intestinal, tanto en células caliciformes
como enterocitos o células absortivas, sobre todo en la base de las vellosidades,
encontréndose directamente en el citoplasma, no apareciendo rodeadas de membra-
na del hospedador (Gardiner, 1976; Wright, 1979).

Esta fase intestinal es transitoria, permaneciendo desde varias semanas a
meses, dependiendo de la capacidad de la respuesta inmunitaria de cada cepa,
dentro de especies distintas de hospedadores (Wakelin y Denham, 1983; Bell,
1985). Asf, cuando_T.spiralis parasita a ratones desnudos (Ruitenberg, 1977) las
formas adultas permanecen en el intestino durante toda la vida del hospedador.
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Los nuevos embriones constituyen la fase no intracelular y existen principal-
mente como formas libres, dentro del lumen de vasos sanguineos y linféticos. Sin
embargo, estos embriones en su comportamiento, tienden a infestar células del
musculo esquelético y a menudo penetran en células en las cuales no llegan a
formar quistes como, cerebro, corazén, rifién, entre otros, |

2.1.1.1 Fase entérica.

La transmisién del pardsito de un individuo a otro se realiza casi exclusiva-
mente por la ingestién del tejido muscular infestado con larvas (L,) enquistadas.
Aungue se han descrito otras vias de infestacién, menos importantes.

Normalmente cuando un hospedador susceptible (Despommier, 1983) ingiere
tejido muscular infestado por Trichinglla, se produce un proceso de digestién por
accidn de la pepsina y del 4cido clorhfdrico del estémago, proceso que dura unos
minutos, durante el cual la larva no sufre ningtin desarrollo,

Una vez liberada, la L, rdpidamente penetra en la mucosa intestinal, produ-
ciendose una modificacién en estas células para constituir el alojamiento de las
larvas, por lo que a este nicho se le denomina "intramulticelular" ( Despommier,
1983; Capo y col.., 1984).

Aunque se han citado varias localizaciones que pueden servir como nicho

intramulticelular, es generalmente el duodeno donde se localizan el mayor nimero
de larvas,

Una vez en su nicho intramulticelular, las L, sufren cuatro mudas, que s¢
completan en un espacio de 30 horas, alcanzando el estado juvenil. Una vez
llegados a la madurez sexual se produce rdpidamente el apareamiento, presumi-
blemente dentro de la mucosa intestinal (Despommier, 1983)

Los machos no son expulsados inmediatamente después de la cdpula; sino
que persisten en el intestino durante un perfodo mas o menos largo (Podhajecky,
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1964; Thomas, 1965; Martinez Ferndndez, 1978; Sanmartin Durédn, 1979; Des-
pommier, 1983). No obstante, parece que los machos son los primeros en ser
expulsados, asf, la autocuracién y sus comienzos pueden comprobarse por la
permanencia de la meseta intestinal de adultos y andlisis de la relacién sexual.

Una vez fecundadas las hembras, en el interior de los huevos, se desarrollan
las L., eclosionan en el interior del itero y posteriormente son eliminados por la
vulva, Esta larviposicion se realiza en el epitelio, desde donde las larvas migran
a vénulas y vasos linfaticos.

2.1.1.2  Fase migratoria.

El comienzo de la fase migratoria depende de la especie hospedadora. Una
vez que las L, abandonan el iitero de las hembras, son transportadas rdpida y
pasivamente a los musculos, las larvas atraviesan la ldmina propia intestinal,
alcanzan los vasos linfdticos, via vena cava superior llegan al corazén y por la .
aorta se incorporan a la sangre arterial para ser distribuidas por todo el organismo.
El pico de aparicién de L, en sangre oscila entre el 9° dfa p.i (Harley y Gallichico,
1971) y el dia 12 © p.i (Yang y col.., 1934},

La fase de emigracién es el tnico perfodo, junto con el breve tiempo en el
cual las L, permanecen en el estémago tras la infestacién, en el cual Trichinell
se comporta como un pardsito extracelular.

A pesar de que se han descrito infestaciones transitorias en células de
diversos érganos, unicamente las células del tejido muscular estriado constituyen
el nicho intracelular adecuado para que continde el desarrollo de la larva, a partir
de este momento Trichinella se convierte en un pardsito intracelular.

Existen numerosos trabajos sobre los misculos mds frecuentemente infesta-
dos, de los cuales se concluye que los musculos que tienen mayor actividad son
los m4s altamente parasitados (diafragma, maseteros, intercostales, bfceps, triceps,
flexores y extensores de carpo y tarso, linguales, faringeos etc..).
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2.1,1.3  Fase parenteral,

Durante esta primera fase intracelular, las larvas aparecen asociadas al
citoplasma de la célula hospedadora (Despommier, 1975). Durante la pausa que
se produce en su ciclo de desarrollo (dfas 3° y 4° postpenetracién) el nicho
intracelular muestra una nueva disposicién, produciendose cambios estructurales
de forma que la célula hospedadora pierde las caracteristicas de fibra muscular y
adquiere las caracterfsticas de "célula nodriza" (Backwinkle y Themann, 1972,
Despommier, 1975),

El crecimiento de la larva dentro de su nicho es, sobre todo debido al
crecimiento de su esticosoma (Despommier, 1973; Bruce, 1874), E! gusano
enrrolladoen el interior de su célula nodriza, alcanza asf la situacién "de espera’,
antes de reiniciar una nueva fase entérica en otro hospedador.

El tiempo necesario para la calcificacién de los quistes varfa considerable-
mente en funcién de la especie hospedadora; en general se admite que las larvas
permanecen viables durante largos perfodos de tiempo en el interior de los quistes
calcificados; asf Weatherly, 1983, hace un estudio en el cual compara los tiempos
que tarda el quiste en calcificarse segtin el hospedador al cual parasita, encontrando
que la rata es la especie que menos tarda en formar y completar el quiste ( ya que
a los 2 meses los quistes pueden estar calcificados); a continuacién figura el conejo,
que comienza su formacién a los tres meses, viéndola cumplimentada a los siete;
para el cerdo son 9 meses; hombre y ratén 18 y 29 meses respectivamente, estos
resultados coinciden con los expuestos por Gould, 1970,



Revisidn bibliogrdfica,

2.1.2 QUIMIOTERAPIA EXPERIMENTAL DE LA TRIQUINELLOSIS
MURINA.

El problema de las infestaciones producidas por helmintos, es muy amplio
y de gran importancia tanto en la prdctica médica como veterinaria, de modo tal,
que representan el grupo mds importante de infecciones del planeta, con implicacié-
n de helmintos de muy diversas especies.

Se han desarrollado distintas estrategias para combatir estas infecciones; tanto
utilizando métodos preventivos como paliativos. Con el descubrimiento del tiaben-
dazol se abrieron las puertas del desarrollo e investigacién de todo un grupo
quimico y terapéutico: Los benzimidazoles.

En la préctica clinica, albendazol, flubendazol, y mebendazol son los benzi-
midazoles mas utilizados. Estos mostraron ser muy eficaces en parasitosis intestina-
les, sin embargo su limitada absorcién y rdpido metabolismo hace que solo admi-
nistrados a altas dosis y durante largos perfodos de tiempo muestren eficacia sobre
pardsitos sistémicos y tisulares.

Dado el gran {ndice de infestaciones provocadas por pardsitos tisulares, y su
dificil quimioterapia, se han realizado numerosos estudios utilizando modelos
experimentales, tanto "in vivo" como "in vitro", encaminados al descubrimiento
de nuevos farmacos y mejora de las moléculas ya existentes, intentando en lo
posible reducir costes.

Nosotros nos hemos centrado en un modelo experimental sencillo para la
seleccién de productos con posible actividad antihelmintica, por la facilidad de su
mantenimiento y métodos de experimentacién; a sf como por las caracterfsticas de
su ciclo bioldgico, ya que podemos establecer una relacion entre los efectos de un
fdrmaco a nivel intestinal, sistémico y tisular. Por lo que, en esta revisién nos
limitaremos al efecto de distintos antihelminticos en el modelo experimental

“T.spiralis / rata-raton.
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Ante el elevado niimero de trabajos publicados sobre la eficacia de los
distintos compuestos utilizados frente a T.spiralis, hemos elegido, al objeto de no
extendernos demasiado en esta revisién, un sistema tabular que recoge, desde los
afios 80, los trabajos mas representativos sobre el tema (tabla 1),

Se han realizado numerosos ensayos para conocer la relacién estructura-
actividad del nicleo benzimidazélico sobre la fase muscular de T.spiralis-Ghariza-
nova y col.., 1972, encuentran que varios benzimidazoles sustituidos en posicién
2, eran menos activos que tiabendazol y demostraron que si este sustituyente era
un radical aril, en orto; la actividad aumentaba. Aboult-Atta y Denham, 1978,
indican que el compuesto 5-benzimidazol, tiabendazol, era mas eficaz contra larvas
enquistadas que sobre la fase muscular en desarrollo. De un estudio sobre la
relacion estructura actividad, entre varios benzimidazol carbamatos sustituidos en
posicién 2 y 5, Ozeretskovskaja y col.., 1971: Kolosova y col..,1976; Bekisk y
col..,1979, concluyeron que la mayor actividad la tenfan los 2- aril 6 2-alquil
carbamatos, y entre los primeros, los orto-sustituidos; siendo el sustituyente en orto
un haldgeno o un heterodtomo en el anillo; entre los alquil benzimidazol-2-carba-
matos. La mayor eficacia se encontré con el metil carbamato, disminuyendo la
misma a medida que la cadena alquilica es mas larga,

En cuanto a la actividad comparada de los benzimidazol sustituidos en 5,
Spaldova y Corba, 1979, observan que la sustitucidn del carbono {mebendazol,
flubendazol) unido al radical ofclico en § por un azufre (fenbendazol, oxfendazol),
resulta en una disminucién o pérdida completa de actividad sobre larvas muscula-
res, mientras que si el azufre se introduce en una cadena alifética (albendazol) se
mantiene la eficacia, la cual se pierde cuando se sustituye el azufre por un oxigeno
(oxibendazol); asf concluyen que fenbendazol(excepto a dosis altas}), oxibendazol
y oxfendazol solo son activos sobre Ia fase intestinal de T.5piralis, mientras que

parbendazol, mebendazol, cambendazol y albendazol lo son sobre ambas fases,
intestinal y tisular,
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Tabla 1 - Eficacia de los antihelminticos benzimidazdlicos sobre T.spiralis. (dosis
orales en mg/kg, salvo indicacién).

Autor(es) y afio  Compuesto  Dosis Periodo o fase Eficacia Hospedador
tratamiento o efecto
Martinez, 1979 mebendazol  50/40 35-37 dias p.i 71478 % ratén
30/20/10  35-37 dfas p.i 61/72/72 % ratén
100% l.muertas
573 35-37 dfas p.i 48,6/26 % ratén
oxfendazol  700/500 35-37 dias p.i 22129 % ratdn
400/300/200 35-37 dfas p.i 25M12/7 % ratén
Fenbendazol 300/200/100 35-37 dfas p.i 59/50/35 % ratdn
oxibendazol 40/30/20  35-37 dfas p.i 69/58/40 % ratdn
Burak, 1980 tiabendazol 100 90 dfas p.i 54 % rata
mebendazol 100 90 dfas p.i 61 % rata
Karunakaran oxfendazol 1,6 7 horas p.i 99 % ratén
y Denham, 1980 7x50 Larvas enquistadas 98 % ratén
oxibendazol 3200 72 horas p.i 69 % ratén
200 larvas enquistadas 82 % ratdn
McCraken y mebendnzol 3,125 14-16 dfas p.i 75% ratén
Taylor, 1980 6,25 14-16 dfas p.i 82 % ratén
12,5 14-16 dfas p.i 90 % ratén
3,125 28-30 dfas p.i 86 % ratén
6,25 28-30 dfas p.i 92 % ratdn
12,5 28-30 dfas p.i 84 % ratén
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Tabla 1 - continuacidn.,

Autor(es) y afio  Compuesto Dosis Periodo o fase Eficacia Hospedador
tratamiento o efecto
Bolds-Fernan- oxfendazol  5/7/15 24 horas p.i 55/92/100 ratén
dez y col, 1981 febantel 10/25/50 24 horas p.i 40/45/45 ratén
tioxidazol 10/25/50 24 horas p.i 14/47/63  ratén
oxfendazol  25/50 6 dfa p.i 52/36 raton
1007200 6 dfa p.i 59/85 ratdn
fehantel 50 /100 6 dfa p.i 15725 ratén
200/ 300 6 dfap.i 40/43 ratén
tioxidazol ~ 20/40/50 6 dfa p.i 50/57/51  ratén
oxfendazol  300/400/500 13-15 dfas p.i 45/70/88  ratdn
tioxidazol 100/200/300 13-15 dfas p.i 27319 ratén
febantel 100 13-15 dfas p.i 34 ratén
oxfendazol  200/300/400 35-37 dfas p.i 89/91/97  ratén
tioxidazol  50/100/200 35-37 dfas p.i 9/13/16 ratén
febante} 100 35-37 dias p.i 34 ratén
Dlugiewicz- fenbendazol 50 27-33 dfas p.i 66 % ratén
Bulia y col.., 1981 cambendazol 50 27-33 dfas p.i 95 % ratén
Duwel, 1981 fenbendazol 100 ppm  6-36 horas p.i 100 % ratén
diela
100 ppm  5-9 dfas p.i 100 % ratén
300 ppm  10-14 dfas p.i 100 % ratén
300 ppm 35-39 dfas p.i 82,7 % ratén
Pereverzeva fenbendazol 75 2-4 dfas p.i elevada ratén
y col..,1981 parbendazol 75 6-11 dfas p,i elevada ratén
25-30 dfas p.i escasa ratén
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Tabla 1 - continuacién...

Eficacia

Autor{es) y afic  Compuesto Dosis Perfodo o fase Hospedador
tratamiento o efecto
Spaldonovd, 1981 febante} 15/50 24 horas p.i 43/49 % ratén
continuacidn 100/200 24 horas p.i 99,9 % ratén
fenbendazol 15/50 24 horas p.i 21/93 %  ratén
100/200 24 horas p.i 96/94 % ratén
febantel 15 48 horas p.i 49 % ratén
fenbendazol 15 48 horas p.i 23 % ratén
fenbendazot 100 3-6 dfas p.i 93 % ratén
6-8 dfas p.i 68,7 % ratén
8-11 dias p.i 39,8 % ratén
28-31 dfas p.i 31,8 % ratén
30-33 dfas p.i 3% ratén
febantel 100 3-6 dfas p.i 86 % ratdn
6-8 dfas p.i 9 % ratén
8-11 dfas p.i 12,1 % ratén
28-31 dfas p.i 73,7 % raton
30-33 dfas p.i 81,6 % ratén
fenbendazol 200 6-8 dias p.i 83,8 % ratén
30-33 dfas p.i 54 % ratén
febantel 200 6-8 dfas p.i 82,5 % ratén
30-33 dias p.i 98,6 % ratén
Abia-Vega albendazol 100 38- 40 dias p.i 60 % ratén
y col,.,1982
McCraken y col.  mebendazol 7,5 3-6 dias p.i 93 % ratén
1982 b.i.d
150 3-6 dfas p.i 62 % ratén
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Tabla 1. continvacién..,

Autor(s) y afio Compuesto  Dosis Periodo o fase Eficacia Hospedador
tratamiento o efecto
Maki y Yapa- flubendazol 10/50/100  28-33 dfas p.i 99/100/64  ratdn

gisawa, 1983

Alcaino y col tiabendazol 500 5 dfas p.i 96,4 % ratén
1984 13-15 dfas p.i 83,3 % ratén
60-62 dfas p.i 42,2 % ratén
McCraken y col.., oxfendazol  2x50 72 horas p.i 3% ratén
1984 2x12,5 3-7 dias p.i 85 % ratén
2x12,5 14-17 dfas p.i 92 % ratén
2x12,5 28-31 dias p.i 99 % ratén
He, W albendazol 50 7 dfas p.i 86,19 % rata
y col.., 1986 75x2 15 dias p.i - 9517 % rata
50x3 40 dias p.i 74,31 % rata
mebendazol  150x3 15 dias p.i 80,92 % rata
200x3 40 dfas p.i 90,35 % rata
tiabendazol 750 15 dia pi 65,80 %  rata
oxibendazol §0x3 40 dias p.i 96,36 %  rata
albendazol  300ppm 7-14 dfas p.i 91,23 % rata
dieta
oxfendazol 300 ppm 7-14 dfas p.i 99,43 % rata
dieta
Boulos.L.M albendazol 0,05 mg 2 horas a.i 100.% . ratén albino
y col.., 1987 (vial 20mg/ml)24 horas p.i 1.6 % ratén albino
48 horas p.i 29,5 % ratdén albino
72 horas p.i 60,3 % ratén aibino,
0,05 mg x3 1° semana p.i 40 ratén albino
2% semana p.j - ratén albino
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Tabla 1. continuacidn,..

Autor(es) y afio  Compuesto Dosis Periodo o fase Eficacia Hospedador
tratamiento o efecto
Boulos.LM, 1987 albendazol 3% semana p.i 10 ratén albino
continvacién 0,05 X3 4% gemana p.i 38,1 ratén albino
5% gemana p.i 60 ratdén albino
6" semana p.i 41,4 ratén albino
7® semana p.i 40 rat6én albino
8" semana p.i 32,52 ratén albino
Grzywinski, luxabendazo] 20 5-9 dfas p.i 100 % ratén
y col,.,1988 20 10-14 dias p.i 08,9 % ratén
20 35-39 dias p.i 99,9 % ratén
Keittivuti,A y mebendazol  50x3 2-4 dfa p.i 99,7 % ratén
Keittivuiti,B 1989 10-12 dfa p.i 76,21 % ratén
21-23 dfas p.i 9791 % ratén
28-30 dias p.i 96,73 % ratén
albendazol  50x3 2-4 dias p.i 99,95 % ratén
10-12 dias p.i 36,22 % ratén
21-23 dfas p.i 50.59 % ratén
28-30 dfas p.i 63,76 % ratén
dietil- 50x3 2-4 dias p.i ineficaz ratén
carbamicina 10-12 dfas p.i 72,85 % ratén
21-23 dfas p.i 16,05 % ratén
28-30 dfas p.i ineficaz ratén
McCraken, R.O  isémero de 100 3 dfas p.i ineficaz ratén
¥y col.., 1989 oxibendazo! 12,5400  preadultos ineficaz ratén
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Tahbla 1. continuacién..,

Autor(es) y afio  Compuesto  Dosis Perfodo o fase Eficacia =~ Hospedador
‘ tratamiento o efecto
Baltar,P nelobimin 20 todas las dosis 17 % ratén
y col,.,1989 40 fueron adminis- 65/312/9 % ratén
60 tradas los dfas 67/6/8/17  ratén
100 Lpil6pif -/6/9/30 % ratén
netobimin 300 13,14,15 p.i / 86/3/37/75 ratén
500 35,36,37 p.i. 90/8/48/84 ratdén
Hckova.G y albendazol  10x3 muscular 5% ratén
col..,15993 liposomas  i.p
10x6i.p muscular 38% ratdén

p.i= postinfestacién, i.p = intraperitoneal, i.m = intramuscular, b.i.d = dos veces al dia.
a.i = antes de la infestacidn,

30

Posteriormente Latif-La y Surin, 1993, utilizaron este modelo experimental en
la fase preadultos y adultos para el cribado comparado de 8 benzimidazo) carbama-
tos: - mebendazol, flubendazol, oxibendazol, oxfendazol, albendazol, 7090163
proflubendazol, 708118 * cianido " benzimidazol y 78012 " selenio " benzimidazol,
administrados cralmente a ratones, Compuestos con el sustituyente en posicién 5
portador de un dtomo de carbono, azufre, oxigeno, resultaron mas potentes que
aquellos cuyo sustituyente era selenio o un grupo CN, ademds su eficacia era mayor
en la fase enteral que en gusanos adultos. Estos mismos autores resaltaron la
importancia de este modelo para el desarrollo de nuevos derivados benzimidazélicos,
con una posible actividad frente a pardsitos tisulares como pueden ser las filarias.



Revisidn bibliografica,

Todos los autores que han estudiado el efecto triquinelicida de los benzimi-
dazoles sobre la fase intestinal, coinciden en sefialar que a medida que los vermes
maduran en el intestino, su susceptibilidad al tratamiento se ve disminuida. Existen
un nimero de factores, extensibles a otros helmintos, que pueden influir en la
respuesta al tratamiento de la fase entérica: mudas, variacién en la localizacién de
los vermes con respecto a 1a mucosa o diferencias bioquimicas bésicas en el metabo-
lismo energético entre los estados larvario y adulto, (Campbell,1967). Asf, los
vermes inmaduros que utilizan vias fermentativas casi exclusivamente deben ser
particularmente vulnerables alaaccidn quimioterapéutica de aquellos antihelminticos
que inhiben el sistema de la fumarato reductasa y sus reacciones asociadas a la
fosforilacién oxidativa (McCraken, 1978).

En la quimioterapéutica se utilizan numerosos compuestos que si bien, deben
su actividad a un modo de accién principal, muchos autores comparten el hecho de
que ésta, se debe a un conjunto de miltiples modos de accién, que afectan a
diferentes actividades celulares. T.spiralis., ha sido utilizado como modelo experi-
mental, para determinar el modo de accién de benzimidazoles y derivados, bien a
nivel citoesquelético (Jiménez-Gonzélez. A y col.., 199'1), bien por su accién a nivel
microsomal, por inhibicién de algin sistema enzimdtico (Rodriguez-Caabeiro.F y
col..,1985; Criado Fornelio.F y col..,1987).

A fin de determinar el papel que gjercen las distintas barreras de proteccion
de los pardsitos tisulares, como puede ser membranas, quistes etc.. y el sistema
inmunitario del hospedador, en la respuesta a la terapia con antihelminticos; se
puede utilizar el modelo T.spiralis /hospedador, en la fase muscular, Han sido
numerosos los estudios realizados para determinar el papel de la cdpsula qufstica
en la respuesta a antihelmfnticos.Tras la administracién de albendazol a ratones
infestados con T.spiralis, el proceso destructivo comienza en la pared quistica,
seguido por la invasion de células inflamatorias en el interior de la cdpsula quistica
(aprox 14 dfas p.i), siendo éste el intervalo durante el cual se ha observado un dafio
mayor en la terapia con albendazol. Sin embargo, aproximadamente en el dfa 35
p.i, se observa una alta resistencia al tratamiento antihelmintico, sin que se haya
evidenciado ninguna respuesta inmunolégica del tejido del hospedador hacia el
pardsito. La administracién de albendazol produce cambios en el cardcter e intensi-
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dad de las reacciones inflamatorias de las células. Esto sugiere que la accién del
firmaco en producir una lesién en el pardsito es primaria, precediendo a la actividad
de células inflamatorias (.Hrckova, 1993), Una similar interpretacién del modo de
accién para oxfendazol ha sido descrita por Gutiérrez-Palomino, 1988). As{ mismo,
el efecto del mebendazol sobre larvas enquistadas de 7.spiralis se produce como
consecuencia de una colaboracién del antihelmintico y la defensa inmunitaria del
hospedador{ Sanmart{n Duran y col..,1980; Martinez Fernandez y col..,1982),

Por dltimo, destacar que la presencia de pardsitos, puede modificar las condi-
ciones del hospedador al cual parasita, produciéndose en consecuencia, una modifi-
cacidn en la farmacocinética del medicamento, que puede tanto potenciar sus efectos
secundarios, como hacerlo ineficaz. Dada la importancia de la monitorizacién de
los fArmacos en un hospedador, se han realizados estudios del comportamiento de
benzimidazoles y derivados en el modelo T.spiralis /ratén, para establecer la
influencia que ejercen los distintos cambios estructurales que sufren las células del
hospedador, en la evolucién de los distintos benzimidazoles (Velebny, 1992a,
1992b); asi cambios producidos en el pH intestinal influyen en la absorcidn y
excrecién de férmacos; los procesos inflamatorios afectan a la constante de elimina-
cién y aclaramiento; por dltimo, cambios en la estructura del musculo estriado
modifica la distribucién de estos f4rmacos.



Revisidn bibliogréfica.

2.2,

CARACTERISTICAS DE LOS FARMACOS ENSAYADOS; BENZIMI-
DAZOLES.

Los bencimidazoles fueron introducidos dentro del mercado de salud animal
principalmente para el control de nematodos gastrointestinales, sin embargo su uso
se generalizé rdpidamente al encontrar grandes ventajas frente a la terapia conven-
cional, en términos de aumentar el espectro de accién (eficaces contra estados
inmaduros) y ser poco tdéxicos para el hospedador animal.

En las pasadas dos décadas se ha conseguido un gran desarrollo en la quimio-
terapia antihelmintica aplicada a la medicina clfnica. Mientras el prazicuantel ha sido
considerado de primera }fnea en infestaciones por cestodos y nematodos, Gordon
Cook (1990), explica como la introduccién de los benzimidazoles: - tiabendazol,
mebendazol y recientemente albendazol - han causado un gran impacto de seguridad
y efectividad en las infestaciones por nematodos intestinales y sistémicos, asf como
en infestaciones por cestodos. '

Los modernos benzimidazoles incluyen varios compuestos que son "profdrma-
cos", que siendo administrados en forma de no benzimidazoles, dentro del organis-
mo tratado son metabolizados a benzimidazoles dotados de actividad antihelmintica.

2.2.1. SINTESIS DE BENZIMIDAZOLES.

Una base que hizo interesarse en el anillo benzimidazélico como niicleo a partir
del cual desarrollar agentes quimioterdpicos con una posibleactividad antihelmintica,
fue en 1950 cuando se encontrd que 5 ,6-dimetil-1-(alfa-D-ribofuranosil) benzimi-
dazol formaba parte integral de la vitamina B,,. Meticulosos y numerosos estudios
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demostraron su efecto beneficioso en el tratamiento de enfermedades producidas por

pardasitos.

A partir del descubrimiento del tiabendazol en 1961, por modificacién en su
estructura, se sintetizaron miles de compuestos benzimidazélicos, de los cuales solo
han tenido importancia comercial aproximadamente unos 20.

Benzimidazol, como su nombre indica, es un sistema biciclico, formado por
condensacién de un benceno en posicién - 4 - y - 5 - de un heterociclo (imidazol).

Compuestos benzimidazdlicos y bencilcarbamatos son materias cristalinas, los
cuales pueden poseer caracterfsticas dcidas, bdsicas o ambas segtin presenten o no
sustituciones en los d4tomos de N del anillo imidazol,

Las modificaciones realizadas en el anillo benzimidazdlico ( Figura 1 Town-
send y col.., 1990) mostraron que los compuestos procedentes de la sustitucién 2
y § fueron los més activo antihelminticamente.

La sintesis de los benzimidazoles se produce fundamentalmente en dos pasos
(Figura 2, Towsend y col..,1990): - Se obtiene el anillo benceno con los dos grupos
amino y con el radical de sustitucién que se haya elegido, después se cierra el anillo
del derivado 1,2 diaminobenceno para formar el anillo del imidazol. Este puede ser
el final de la sintesis, aunque ésta también puede continuar con-adiccién de otros
sustituyentes exociclicos.
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BENZIMIDAZOLES CARBAMATOS DE BENZIMIDAZOL
R N N ‘ R N
O L pwnen
N 8 N
y H

R=H Tiabendazol R= QCO«-— Mehenda-izol

R = (CH1)2CHOCONH Cambendazol

PROFARMACOS
R= F—-@-—COP Flubendazol

__NHCOCHj
N=C_
@[ NHCO,CH3
NHCOCH;0CH3 R= [>-CO— Ciclobendazol
Febante!
R=  CH3CH;CHpS—  Albendazol
'NHCHQCH2803H

CH3CH2CH28

N=C
“NHCO2CH3
R CH3CH2CH20—  Oxibendazol
NOy
_Netobimin R= @' §— Fenbendazol

NHCSNHCO;Me 2
(X SN = Sy
NHCSNHCOMe
Tiofanatn (metil) R= CH3CH2CH2CH2""' Parbendazol

Figura 1. Modificaciones en el anillo del benzimidazol. Tipos de benzimidazoles.
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Un grupo de investigadores de MERCK sintetizaron una primera generacidn
de bencimidazoles que inclufa tiabendazol y los 2-fenil derivados, mostrando una
alta actividad, Sin embargo, la formacién de metabolitos inactivos tras la hidroxila-
cién enzimdtica en la posicién 5, originé toda una serie de investigaciones encami-
nadas hacia la sfntesis de benzimidazoles de segunda generacion, cor’x' las modifica-
ciones estructurales necesarias para evitar esta inactivacién; este es el caso del
cambendazol, que presenta en posicién 5 un derivado 5-isopropoxicarbonitamino,

Tras un estudio sisterdtico de modificaciones del anillo tiazdlico en la posicién
2 del tiabendazol, investigadores de Smith Kline and French encontraron otra
molécula antihelminticamente eficaz., el compuesto tiocarbonado. A partir de esta
observacién se sintetizaron los 2-acilaminobencilimidazoles, 2 - benzilimidazol-
carbamatos y 2 - benzilimidazolureas, siendo el mas activo, el derivado 2-metil
carbamato. Otros compuestos fueron posteriormente sintetizados con este grupo en
posicién 2 ; uno de ellos fue el parbendazol. Una vez introducida esta molécula en
la terapia antihelmintica, varias casas comerciales sintetizaron nuevos derivados
benzimidazélicos; asf, aparecieron en clinica, mebendazol, flubendazol y ciclo-
bendazol (Raeymacekersy col..,1978; Janssen Pharmaceutical). Albendazol, oxiben-
dazol y fenbendazol fueron sintetizados por Smith Kline and French por Teodorides,
y col.., 1976; Theodorides col.., 1973; Baeder y col.., 1974; respectivamente y
en Sintex se descubrié el oxfendazol (Averkin y col.., 1975), todos ellos recogidos
en la figura 1.

Modelos moleculares revelan que la eficacia de benzimidazoles sustituidos en
posicién § con un grupo propil, depende de la orientacién de este grupo y de su
momento dipolar, Asi, dosis terapéuticas de albendazol, oxibendazol y tioxidazol
frente a H diminuta en ratas, mostraron actividad sobre los estados adultos, en orden
creciente; ABZ > OXZ > TIOX (McCracken, 1990a).
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En la Figura 3 se muestra un esquema de la sintesis del albendazol (Theodori-
des, 1970) aunque no es la vnica via de sintesis (Barker, 1973).

Debido a la pobre absorcién y baja solubilidad en agua que presentan estas
moléculas, se han sintetizado proférmacos como el metil tiofanato (Delatour, 1986);
febantel (Eichler, 1973) y netobimfn (Vashf y col.., 1983), todos ellos se trans-
forman en benzimidazol carbamatos al administrarse al hospedador, asf, netobimin
se transforma en albendazol por reduccién del grupo nitro por accién de la microflo-
ra de intestino (Delatour , 1986).

-

Cl NOz Acs0 Cl NO; KsecN  NCS NO3
—_— C e
NH;

NHAc NHAc

CH3aCH3CH2Br| NaOH

CH3CH,CH,S NH3 CH3CH2CH»S N2
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NHy

CH3CH,CH38

N

\@[ >~ NHCOsMe
N
H
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Figura 3. Sintesis del albendazol.
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2.2.2 MECANISMO DE ACCION DE BENZIMIDAZOLES.

El mecanismo de accién de los agentes antihelminticos, estd estrechamente
relacionado con aquellas funciones que resultan vitales para el pardsito. Los requeri-
mientos fisiolégicos para la supervivencia de los nematodos adultos pardsitos estd
restringido a mantener los niveles energéticos apropiados, via catabolismo de
carbohidratos y a mantener un lugar apropiado de alimentacion, via coordinacién
muscular.

La generacién de energfa en heimintos envuelve un proceso de fermentacién
anaerébico en el cual la ingesta de glucosa es reducida a 4cidos orgénicos y a
alcohol, siendo esta energfa utilizada por el pardsito para su motilidad y reproduc-
cién. Diferencias en las enzimas implicadas en la respiracién y en sistemas de
produccién energética entre pardsito y hospedador, han sido dianas potenciales en
la quimioterapia antiparasitaria .

La mayorfa de los antihelmfnticos disponibles ejercen un efecto antiparasitario
por interferir con:

1. Metabolismo energético de pardsito.
2. Coordinacién neuromuscular,
3. Funcién microtubular.,

Un sitio especifico de interferencia en el metabolismo energético es la fosfori-
Jacién oxidativa de ADP a ATP, para lo cual es preciso la penetracién del medica-
mento en la mitocondria del pardsito.

La accién sobre la coordinacién neuromuscular es debido a la hiperpolarizacién
de la célula muscular, que serd consecuencia de una elevacién el la permeabilidad
de membrana a los iones cloruro. Este fendmeno es mds ficilmente observable en
estudios "in vitro" (Delatour y col.., 1988b) y se traduce en una pardlisis espdstica
del helminto.
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Los primeros estudios sobre el modo de accién de los bencimidazoles apuntaban
hacia el metabolismo de carbohidratos. Recogidos en la bibliograffa existen numero-
sos datos que avalan esta teorfa, estudiando comparativamente el efecto de varios
benzimidazoles sobre cepas benzimidazol- resistentes y susceptibles de H-contortus-

Lacey, 1988, en una revisién bibliografica expone una accién de distintos
benzimidazoles sobre el metabolismo anaerébico, mediante la inhibicién del enzima
fumarato reductasa por tiabendazol, impidiendo que el NADH en presencia del
enzima fumarato reductasa se oxide, bloqueando asf, la oxidacién celular y el
transporte de electrones a nivel de las células (Prichard, 1973); Cambendazol,
febendazol, oxfendazol y mebendazol (Malkin y Camacho, 1972 ; Romanowski,
Rhoads 1975; Rahman y Bryant, 1977) encontrando una baja sensibilidad en aisla-
mientos benzimidazol-resistentes.

Benzimidazoles y derivados también han demostrado inhibir la recaptacién de
glucosa tanto "in vivo" como "in vitro" en numerosas especies de helmintos tales

como :- A.summ., Tspiralis S mansoni; M expansay-H-diminutaen algunos

~ casos asociado a una deplecién de los niveles de glucégeno compensatorio de los

pardsitos, reserva energética indispensable; este efecto junto con la acumulacién de
acetil-colinesterasa, ha sido también observado con albendazol, parbendazol,
oxibendazo! y oxfendazol. Una inhibicién en la captacidn de glucosa fue vista en
E.hepatica, T.colubriformis N dubius, H.contortusBehm-y Bryant, 1985). Sin
embargo Lacey concluye que, a pesar de la diversidad de efectos de los benzimida-
zoles a nivel bioqufmico y celular; el principal modo de accién de estos firmaco
es por interaccién con una protefna citoesquelética de eucariotas "la Tubulina".

Estudios recientes han demostrado que este mecanismo es el mds importante,
ya que tanto la inhibicién del enzima fumarato reductasa como el transporte de
glucosa van a originar una alteracién de los microttibulos citoplasmdticos, por accién
sobre la tubulina, produciéndose entonces la autolisis de Ia célula,

La tubulina es Ia subunidad funcional de los microtibulos, que participan en
funciones tan importantes como, transporte de materiales dentro de la célula, Silos
benzimidazoles inducen la desaparicidn de los microtiibulos, se produce un bloqueo
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en el transporte de las vesfculas secretoras en las células del tegumento o intestino
de los helmintos, lo que puede producir una alteracién en las membranas, seguido
de una disminucién en la absorcién y digestién de los nutrientes.

La tubulina es una protefna dimérica, formada por dos subunidades alfa y beta-
tubulina, pertenecientes a un grupo de proteinas heterogéneo, aunque han demostra-
do poseer grandes homologfas en distintas especies, por ejemplo Jiménez-Gonzélez,
1991 encontré un mismo perfil electroforético entre la tubulina de T.spiralis y la
tubulina cerebral de cerdo.

Los microtibulos estdn en equilibrio dindmico con la tubulina y la relacién
entre la tubulina dimérica y polimérica es controlada por protefnas reguladoras
enddgenas y cofactores. Este equilibrio puede ser alterado "in vive" e "in vitro" por
sustancias exdgenas conocidas como inhibidores, La mayorfa ejercen su accién
bloqueando la propia asociacién de las subunidades de la tubulina dentro de creci-
miento microtubular, el inhibidor se une a la porcién terminal del microtibulo
preparado para asociarse, mientras la disociacién de los microtibulos continda por
el lado opuesto, lo que producirfa una pérdida neta de la longitud total del microtd-
bulo (Lacey, 1990).

Los inhibidores microtubulares pertenecen a un grupo muy diverso, estructu-
ralmente, Producidos por hongos, plantas, organismos marinos, animales eucariotas
o de origen sintético, demostraron poseer alto espectro de selectividad por la
tubulina de helmintos y no toxicidad selectiva para células eucariotas.

Borgerds y Nollin, 1975a fueron los primeros que observaron la desintegracion
de 1a matriz microtubular en las células intestinales de A.summ tratadas con meben-
dazol. Posteriores estudios realizados por Borgerds y col.., 1975; Verhyen y col..,
1976 confirmaron este hecho para otros benzimidazoles. Al mismo tiempo, otros
investigadores pertenecientes a Janssen Pharmaceutical observaron que el nocodazol
(andlogo del mebendazol) era un potente inhibidor de Ia tubulina de mamiferos.

La cinética de unién del mebendazol y nocodazol a la tubulina cerebral ha sido
descrita usando técnicas de gen filtracién y didlisis, Los benzimidazoles se unen a

41



Revisién bibliogréfica.

42

la tubulina por los mismos lugares que otras sustancias como colchicina y podofilo-
toxina, ambos potentes ligandos microtubulares, y sus respectivos andlogos (Lacey,
1988) en orden decreciente deafinidad: - colchicina > bencimidazoles > podofiloto-
xina; resultados que concuerdan con los obtenidos por Jiménez-Gonzilez y col..,
1991, quienes realizaron estudios con colchicina en su asociacién con la tubulina
del nematodo T,spiralis, observando una unién similar a la descrita para otros
nematodos, Los benzimidazoles inhiben competitivamente la unién de Ia colchicina
a la tubulina, siendo el mebendazol el inhibidor mds potente (Cte de inhibicién
1,4.107 M), seguido en orden decreciente por oxibendazol, albendazol y fenbenda-
zol ( con valores de Ctes de inhibicién de 2,9.10'M , 6,5.10'M y 3,9.10° M
respectivamente) y mostrando una afinidad por la tubulina mayor que la podofiloto-
xina (Cte de inhibicidn 1,3, 10, Por otro lado, valores mas altos de Ctes de inhibi-
cién fueron descritos en la interaccién de los benzimidazoles con la tubulina cerebral

de cerdo.

Mientras que, como hemos visto, los bencimidazoles muestran gran afinidad
por las tubulinas de pardsitos, esta afinidad es mucho menor para las tubulinas de
mamfferos, lo cual parece ser debido a una diferente farmacocinética de los
benzimidazoles en parésito y hospedador (Kholer y Bachmann, 198 1). Sin embargo,
otros autores indican diferencias entre las formas isomérficas de las tubulinas de
mamiferos y nematodos parésitos (Tang y Prichard, 1988a; 1989), lo que podrfa
explicar la diferente interaccién de los benzimidazoles con Ias tubulinas en parasitos
Y hospedador. Estudios realizados con oxfendazol y tiabendazol mostraron una tan
baja afinidad por la tubulina de mamfferos, que resultaba insuficiente para bloquear
la polimerizacidn tubular,

Finalmente McCraken P.O, 1991, propone que la actividad antihelmintica del
albendazol y otros derivados bencimidazslicos, en parte, puede ser debido a una
interferencia en el sistema bioenergético resultante del intercambio proténico
transmembrana, |
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2.2.3  FARMACOCINETICA DE BENZIMIDAZOLES : ALBENDAZOL

Los conceptos de farmacocinética y biodisponibilidad son importantes en la
investigacién biomédica de nuevos formacos, asf como en el uso clinico dptimo de
las nuevas formulaciones de los mismos, La farmacocinética es el estudio de las
cinéticas de absorcién, distribucién, metabolismo y eliminacién de medicamentos,
La biodisponibilidad indica el grado y 1a cantidad de medicamento que ha alcanzado
la circulacién general,

Para obtener un rendimiento méximo en cuanto a eficacia se refiere, tras la
administracién de un firmaco, debemos controlar una serie de pardmetros referentes
a la serie L.A.D.M.E,

2.3.1  Administracién, absorcidn y distribucién,

Los agentes antihelminticos son corrientemente administrados en dosis dnicas
por distintas vfas. La baja solubilidad en agua de algunos antihelmfnticos ha sido
el gran inconveniente para la elaboracién de formulaciones de administracién
parenteral a animales domésticos, que no resultaran irritantes,

Asimismo, se ha sustituido el uso de dosis tinicas simples por otras alternativas,
como puede ser la incorporacién del medicamento en la alimentacién o en el agua
de bebida, para su administracién en dosis inferiores y prolongadas. Un inconve-
niente mayor que el propio sistema de administracién, serfa la diferencia de consu-
mo individual entre animales.

Existen otros sistemas de administracién, en dosis iinicas, mediante la inyeccién
intraruminal (administracién a nivel entérico por via parenteral}(Borgsteede y Reid,
1982), disponibles comercialmente para oxfendazol, fenbendazol y albendazol. Esta
permitirfa una administracién rdpida y fécil, asf como, evitarfa la posibilidad de un
"by pass" vfa surco esofdgico, tras la administracién oral. Mas recientemente se han
desarrollado otras formas de administracién, mediante un dispositivo, el cual queda
retenido en el rumen, o mas precisamente en el retfculo adyacente. Estas liberan
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su contenido de una forma contintia o de una manera pulsétil. El objetivo de estas
formas de administracién es reducir costes asociados al tratamiento de un gran
nimero de animales , asf gozan de una serie de ventajas como facilitar 1a adminis-
tracién, reduciendo la frecuencia de los tratamientos; prolongar la duracién de la
accién antihelmfntica manteniendo unas concentraciones plasméticas éstables,
evitando fluctuaciones y limitar los niveles residuales. Sin embargo surgen una serie
de inconvenientes asociados a la aparicién de formas resistentes; la induccidn
enzimdtica acelera la degradacién de medicamentos pudiendo producir un dafio
potencial{ Dorchies, 1990). Los diferentes regimenes de dosificacién influyen en
la actividad antihelmintica de los firmacos, asf 1a infusién continta de albendazol
a rumiantes resufta mas eficaz en el control de parésitos, que la administracidn de
dosis simples o dosis simples diarias (Kwan y col..,1988).

Si bien, muchos parasitos residen en el lumen gastrointestinal, otros se ubican
en puntos mas alejados del intestino como el hfgado o los pulmones; en donde, para
que el antihelmintico realice su accién, es esencial la absorcién del mismo.

El epitelio géstrico, al igual que el epitelio intestinal, actda como una barrera
lipofila frente a la absorcidn del albendazo! y mebendazol. Estudios "in vivo"
realizados en ratas administrando albendazo! por perfusién intestinal con recircula-
cién y a nivel géstrico sin recirculacién (Prieto, 1988), demostraron una mayor
absorcidn a nivel estomacal, alcanzando concentraciones mayores en sangre que
cuando esta absorcién se producfa a nivel intestinal, Prieto, 1991 indica que la
absorci6n del albendazol es debido a un proceso de difusién simple; la baja adsor-
cién intestinal y géstrica del albendazol se debe a su limitada solubilidad en los
fluidos gastrointestinales (Marriner, 1986; Prieto, 1991).

La absorcidn del albendazol a nivel estomacal es debida a que la solubilidad
de éste es mayor en medios dcidos , luego podemos favorecer esta absorcidn
enlenteciendo el vaciamiento gdstrico, por una dieta rica en grasas (Ali, 1992),
Coincidiendo con los resultados obtenidos por Marriner y col..,1986; Lange y
col.., 1988 en estudios farmacocinéticos con albendazol en humanos, observaron un
aumento en la biodisponibilidad de éste, cuando era administrado junto con alimen-
tos grasos, sugiriendo ademds que el proceso de absorcidn requiere bilis y en
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consecuencia una circulacidn enterohepdtica anémala puede afectar a los procesos
de absorcién y eliminacién, recomendando una monitorizacién de pacientes con
equinococosis para prevenir efectos secundarios del antihelmintico (Cotting y
ol..,1990).

Las interacciones producidas en la terapia con albendazol administrado junto
con alimentos grasos han sido descritas por numerosos autores, asf, Awadzi y
col., 1994, observan un aumento de cuatro veces en la biodisponibilidad del albenda-
zol, cuando se administraba junto con comidas grasas, a pacientes con oncocercosis.
Homeida y col..,1994, observaron un efecto sinérgico en cuanto eficacia antiparasi-
taria frente a pardsitos intestinales, al administrar praziquantel 40 mg/kg y albenda-
zol 400 mg/kg; describiendo una modificacién en el pardmetro ABC ( cero -infinito
) para ambos farmacos segtin el tipo de terapia, asf, en presencia de comida el ABC
de prazicuantel se incremento en 2,6 veces, 8 veces en el caso del albendazol; el
ABC de ABZSO se increment6 en 4,5 veces tras la administracién conjunta de ABZ
y PZQ y 12 veces en la terapia triple (albendazol + praciquantel -+ comida},

También se ha demostrado que el herbario en rumiantes tras el tratamiento con
albendazol, actiia como un depésito del farmaco, permitiendo mantener concentra-
ciones plasméticas durante perfodos de tiempo prolongados. La produccién de una
forma amorfa de oxfendazol por tratamiento con 4cidos (Chick y col..,1987)
permitié que tras la administracién oral, se produjese una répida y completa absor-
cidn comparada con la forma cristalina; ademds se duplicé la actividad antihe!mfnti-

ca.

Existen otras sustancias que aunque no afectan a la cinética de absorcién del
albendazol (simple difusién), si que producen una disminucién en el grado de
absorcién; como en el caso del etanol, administrado de forma aguda o crénica a
ratas (Justel y col.,1994) a excepcién del etanol al 5 % , ya que en este caso se
observa una mejor solubilizacidn del fArmaco.

Durante la fase intestinal de T.spiralis, se produce una disminucidn en el Ph
debido al proceso inflamatorio, el cual favorece la solubilidad de los benzimidazoles

y como consecuencia, una mayor biodisponibilidad bioldgica y una mas lenta
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eliminacién, mientras que la absorcidn no se ve influenciada (Velebny y col, 1992).

La mayorfa de los compuestos benzimidazélicos muestran una unidn a las
proteinas plasméticas menor del 50 % ( unién del albendazol a seroalbimina y
hemoglobina bovina < 10% Galtier y col..,1991). Albendazol y sus metabolitos
son ampliamente distribuidos, sulféxidos y sulfonas penetran en las células sangui-
neas y tejidos, debido a su diferente polaridad y liposolubilidad (Galtier 1991;
Lanusse and Prichard, 1993a); esta propiedad podrfa contribuir a una actividad
antihelmintica frente a pardsitos localizados en tejidos como; pulmén, sistema
hepatobiliar, pared gastrointestinal.

2.2.3.2 Metabolismo y excrecién

Los antihelminticos benzimidazélicos son ampliamente metabolizados en todas
las especies de mamfferos estudiados. Siguiendo un patrén comtin, aunque los

~ porcentajes de sus metabolitos varfan substancialmente (Delatour, 1986), los

benzimidazoles, tras su admistracién se caracterizan por una corta semivida, con
predominio de sus productos metabélicos en plasma y tejidos, asf como, en excre-
ciones (Fetterer y Rew, 1984; Gottschall, 1990). Los metabolitos se encuentran en
orina ¢ heces aunque la presencia en este \iltimo, se debe mas a su baja absorcién
que a Ja excrecién biliar,

Los metabolitos primarios son producto de un proceso de oxidacién e hidrélisis,
resultando moléculas mas polares y solubles en agua que los productos de partida.
Posteriormente, se produce una II fase de conjugacién, importante en la detoxifica-
cién de los productos derivados de benzimidazoles. Los metabolitos producto de la
oxidacidn e hidrdlisis son conjugados con glucurénido o/y sulfato, produciendo un
incremento de polaridades (Hennessy, 1985, 1989), lo que facilita la exerecidn
urinaria o biliar,

Estas reacciones son catalizadas por enzimas microsomales o citosdlicas, siendo
su actividad influenciada por factores externos (edad, sexo, patologfas, asociaciones
terapéuticas etc..), con variaciones interindividuales o interespecificas.
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Las monooxigenasas de funcién mixta se encuentran ensambladas en el interior
de la bicapa lipfdica del reticulo endoplasmético o en las mitocondrias. Estas,
catalizan diversas reacciones de oxidaci6n de sustratos tanto exdgenos como endége-
nos. '

El citocromo P450 microsomal es un elemento catalftico terminal de un sistema
oxidativo de la cadena de transporte electrénico y requiere para su actuacién, la
presencia de una reductasa, a la cual est4 fntimamente ligada.

Otras protefnas enzimdticas implicadas en las reacciones de fase 1, son las
flavfn monooxigenasas, las cuales catalizan las N- y S- oxidaciones, las xantin-
oxidasas y alcohol deshidrogenasas del citosol o las monoamino oxidasas y glutations
peroxidasa contenidas en las mitocondrias,

La presencia del 4tomo de azufre en benzimidazoles sustituidos en posicidn 5,
les caracteriza por un proceso de sulfoxidacién hepética, aunque el proceso de
biotransformacién por una oxidacién en el heterodtomo nucleofilico de azufre puede
producirse en otros tejidos. Fenbendazol, albendazol y triclabendazol administrados
como tal o como profdrmacos (febantel o netobimin), son metabolizados a sus
respectivos sulféxidos por las flavin monoxigenasas microsomales y a sulfonas por
un proceso dependiente de! citocromo P450 (Hennessy y col..,1987; Souhaili-El
Amri y col.., 1987, 1988; Short y col...,1988a; Delatour, 1990b; Lubega, 1991).
La reaccion inversa de reduccién de sulféxidos en sulfuros, se ha descrito en el
tracto gastrointestinal para albendazol, triclabendazol y fenbendazol.

La hidrdlisis de la funcién carbamato constituye la ruta de metabolizacién
principal de flubendazol, fenbendazol y albendazol, permaneciendo su metabolito
2- amino sutfona y derivados, en los tejidos.

. En algunos casos las reacciones metabdlicas también afectan al anillo benzimi-
dazélico como en el caso de Ja N-metilacién de tiabendazol y albendazol (Galtier,
1991 a). Los benzimidazoles que portan una cetona en posicién 5 ,como mebendazol
y flubendazol] sufren una fuerte reduccién a alcoholes por las cetona-reductasas.
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2.2.3.2.1 Consideraciones sobre el metabolismo del albendazol.,

En la figura 5 se observan algunas de las rutas metabdlicas del albendazol,

La presencia del 4tomo de azufre en la cadena lateral del albendazol tiene una
gran importancia en su metabolismo, puesto que la sulfoxidacién de este dtomo es
la ruta metabdlica mas importante de este formaco (Gyurik y col..,1981),

Estudios previos demostraron la existencia de un proceso oxidativo a nivel de
los microsomas hepdtico de ratones (Douch y Buchanan, 1979), atribuyendo este
proceso a un citocromo P450-dependiente de monoxigenasas, pero estudios poste-
riores demostraron, que la sulfoxidacién del albendazol para convertirlo en su
metabolito activo, albendazol sulféxido, corrfa a cargo de un citocromo flavin
monoxigenasa (FMO)(Ziegler, 1980; Hajjar y Hodgson, 1980) que a diferencia del
P450, carece del grupo hemo,

En estudios " in vitro ", realizados con microsomas hepdticos de ratas, se
aprecié una rdpida oxidacién NADPH dependiente que originaba el sulféxido
(Fargetton.X y col.., 1986). Los efectos producidos por agentes inductores e inhibi-
dores de la sulfoxidacién del albendazol han sido utilizados como método cualitativo
para el andlisis del papel del citocromo P450 dependiente de monooxigenasas y
flavin monooxigenasas en el metabolismo de este. Asf , la formacidn del sulféxido
se inhibe con clorpromacina, fenbendazol, metimazol, tiabenzamida y tranilcipromi-
na (sustratos alternativos del FMO) mientras que metirapona, SKF 525A , monéxido
de carbono e imidazol (inhibidores cldsicos del citocromo P450) no modifican la
sulfoxidacién. Estos datos demuestran que el proceso de sulfoxidacién no es cataliza-
do por un sistema citocromo P450-dependiente de monooxigenasas, el sistema
enzim4tico implicado corresponde a las flavin monooxigenas.
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Figura 5. Algunas de las rutas metabdlicas del albendazol.
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Estudios posteriores del metabolismo del albendazol, llevados a cabo por Amri
y col.., 1987, con microsomas de hfgado de cerdo y con formas purificadas de los
citocromos P450 y FMO indican que ambos sistemas contribuyen a la oxidacién
inicial del albendazol. La actuacién del P450 se ve confirmada al reducirse la
formacién del sulféxido por adiccién de un anticuerpo contra la reductasa P450.

El citocromo P450, en una reaccién bif4sica, es el encargado de oxidar el
sulféxido a sulfona, en un segundo paso mas lento e irreversible (Souhaili-El-Amri
y col..,1988); sin embargo esta segunda fase puede diferir en los diferentes hospe-
dadores.

Sucesivas oxidaciones del albendazol conducen a la formacién de metabolitos

mds polares y menos activos. En términos de unidn a las tubulinas del pardsito, uno

de los modos de accidn putativos de los benzimidazoles, el albendazol de partida
es mas potente que el sulféxido, mientras que la sulfona es inactiva antihelmfntica-
mente (Lacey, 1990; Lubegay Prichard, 1991). Por tanto la oxidacidn del albendazol
a albendazol sulféxido y posteriormente a sulfona, se traduce en una considerable
disminucién de la actividad antihelmfntica,

Tanto la sulfona como el'sulfdxido son los metabolitos predominantes en
plasma, siendo también los metabolitos mayoritarios en orina. Las proporciones de
ambos metabolitos varfan segiin la especie en la que se realice el ensayo. Delatour
y col.., 1991, encontraron una menor biodisponibilidad del albendazol sulféxido en
cabras respecto a los valores encontrados en ovejas, lo que coincide con los resulta-
dos obtenidos con oxfendazol por Bogan y col..,1987.

La rédpida aparicidn del sulféxido de albendazol en plasma es atribuible a un
efecto de primer paso hepdtico previo a la absorcién del albendazol, hecho por el
cual el albendazol solo se encuentra en sangre en trazas (Lanusse y col..,1991;
Delatour y col..,1990; Lanusse y Prichard, 1990, tras la administracién de netobi-
min o albendazol a ganado ovino y bovino). La eficiente sulfoxidacidn del albenda-
zol por los microsomas hepiticos de ganado (Galtier y col.., 1986) también puede
ser explicada por la rdpida desaparicidn del albendazol en plasma, tras la administra-



Revisidn bibliogréfica,

cién intravenosa a ganado vacuno (Galtier y col..,1991). Sin embargo Ia sulfoxida-
cion puede tener lugar tambign en el tracto gastrointestinal (Lanusse y col..,1992;
Delatour y col..,1986), asf como en tejidos y fluidos extrahepdticos (Galtier y
col,.,1991).

Por otra parte, puede existir un intercambio entre plasma y fluidos gastrointesti-
nales de ambos metabolitos: albendazol y sulféxido, por un proceso de difusién
dependiente del Ph (Lanusse y col..,1992b), o porque el sulféxido sea segregado
por la bilis, siendo reducido a albendazol por las bacterias gastrointestinales, Esta
reduccién puede ser de gran importancia para la terapéutica de pardsitos gastrointes-
tinales, por convertir el sulféxido en el compuesto de partida, mas activo farmacolo-
gicamente, ya que el albendazol muestra una mayor afinidad por la tubulina; de
hecho, McKellar and Scott, 1990 encontraron eficacias similares para ABZ, ABZSO
y netobimin en el tratamiento de nematodos de ovejas y ganado vacuno,

Es importante sefialar que la relacién ABZSO/ABZSO?2 es un buen indicador
de la oxidacién del producto de partida, asf como de la relativa abundancia de
ambos metabolitos en plasma. Esta relacién decrece al administrar albendazol
durante tiempo prolongado a ovejas, comparado con la administracién de dosis
tnicas (Delatour y col..,1990),en ratas (Souhaili-El-Amri y col.., 1988) y a humanos
con equinococosis (Steiger y col..,1990); este hecho es atribuible a un proceso de
autoinduccidn del sistema microsomal hepético, causado por la prolongada presencia
de ABZ o ABZSO, la cual conduce a un incremento en la sulfoxidacién, producien-
do un aumento de las concentraciones plasmdticas de ABZSO2 y una disminucidn
de las de ABZSO. Esta induccién enzimética se evidencié por la medida de la
actividad enzimética de monooxigenasas y su concentracién por la técnica de
E.L.I.S.A, antes y después del tratamiento sostenido con albendazol (10,6
mg/kg/dfa) a ratas (Souhaili-El-Amri y col..,1988), comprobéndose un incremento
en la actividad de monooxigenasas por el aumento en la concentracién de la hemo-
protefna " citocromo P450c “.  En hepatoma de lfneas celulares en humanos,
ABZSO y menos ABZSO2, induce la actividad del citocromo P-448 y UDP-gluco-
roniltransferasa. La administracién de OFZ a conejos durante 10 dfas consecutivos,
a las dosis comprendidas entre 4,5 y 22,5 mg/kg/dfa, indujo un incremento de la
concentracién total del citocromo p450 hepitico y més especificamente, dela familia
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P4501A y sus correspondientes monooxigenasas (Gleizes y col.,1991), El tratamiento
del cultivo de hepatocitos de conejos con OFZ (10mM) induce los isoenzimas
P4501A1, IA2 y IITAG como lo demuestra el incremento en los niveles de ARNm
que codifica para estos tres isoenzimas del P450 (Gleizes y col.,1991). Un efecto
inductor del metabolismo hepdtico por parte de benzimidazoles y sus sulféxidos
puede tener un impacto negativo en la eficacia clinica de estos compuestos.

La oxidacién del albendazol para dar lugar a la sulfona es sin duda la reaccién
metabdlica mas importante, pero una vez que ha tenido lugar, existen otras rutas
tan importantes como éstd, El metabolito 2- amino sulfona, consecuencia de la
oxidacién del azufre y la hidrdlisis del grupo carbamato, se ha encontrado en todos
los mamfferos, excepto en ratén, en alto porcentaje. Existen otros metabolitos
"sulfona” resultantes de la hidroxilacién de la cadena lateral (Gottschall, 1990)

En la figura siguiente se propone las rutas metabélicas y distribucién del
albendazol y sus metabolitos después de la administracién oral de netobimin. FMQO
= flavin monooxigenasas; P450 = citocromo P450.

Bacterias  gastrointestinales

NTB - ABZ o <> ABZSO -> ABZSO2 Tracto G.I

Hfgado ABZ bilis~ ! { Plasma
FMO J ) !
ABZSO = | = ABZSO
Cit P450 2 !
ABZSO2 = * ABZSO2
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El porcentaje de excrecidn urinaria, con respecto del total, también varfa en
las diferentes especies animales, alcanzando valores tan dispares como el 59,1 %,
observado en vacas yel 19,5 % de ratones (Gyurik, 1981). El metabolito mayorita-
rio en orina de vacas, ratones, ovejas y ratas es el albendazol, con porcentajes que
varian entre el 22,9 y 26,6 %, mientras que la sulfona constituye tan solo el 6 %
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de los metabolitos excretados. La excrecién fecal del élbendazol puede ser debida
al porcentaje de farmaco no absorbido o a la existencia del ciclo enterchepitico.

2.2.3.2.2 Quiralidad en la molécula de albendazol sulféxido. .

Es interesante hacer referencia a los estudios que se han llevado a cabo a fin
de comprobar la importancia de la quiralidad de los metabolitos sulféxido de
albendazol; ya que todos los pasos en farmacocinética se han descrito enantiémero-
dependiente  absorcién, unidn a receptores, biotrasformaciones y aclaramientos);
ademds la estereoquimica en terapéutica advierte que los enantiémeros exhiben
efectos quantitativa y cualitatfvamente distintos.

La molécula de albendazo! sulféxido presenta un centro de asimetria
(R - :S0: - R"), lo que ha originado que, en el plasma de distintas especies animales
tratadas con albendazol, se hayan identificado dos enantiémeros (Delatour y col..,
1990a, 1991). En plasma de ovejas el cociente (+) ABZSO/(-) ABZSO extrapolado
a tiempo cero fue de 75/25, sin embargo en ratas, perros y hombres aparecio la
mezcla racémica (Delatour, 1991b), después el enantiémero (+) R predominaba
en hombres y perros, mientras que en ratas lo hacia el (-) R, Esta diferencia en la
relativa concentracién de cada enantiémero ha sido relacionada con la relativa
contribucidn de la flavin monooxigenasa y citocromo P450 respectivamente, a la
sulfoxidacion del atbendazol (Delatour y col..,1991). Aun mds, estos autores han
sugerido, que (-) ABZSO mis que el (+) ABZSO, podrfa ser el sustrato del citocro-
mo P450 para la formacién de la sulfona, lo cual estarfa relacionado con un incre-
mento lineal en la concentracién del enantiémero (+) en tiempos mds tardfos (
relacién (+)/(-) para humanos 80/20 y 70/30 para perros), mientras que el sistema
flavin monooxigenasa es el responsable de la aparicién del segundo enantiémero,
es decir, del (+) ABZSO (Galtier y col..,1986) en ovejas, el cudl se encuentra en
un 86 % del total de los niveles plasméticos de ABZSO (Delatour y col..,1991),
Este supuesto fue descrito con anterioridad por Waxman, 1982; Light, 1982,
mediante estudios "in vitro" al incubar el sustrato 4-tolil etil sulféxido (estructura
relacionada quimicamente con ABZ) con citocromo P450 de ratas, obteniendo
selectivamente el enantiémero (+), mientras que el segundo aisld el (-) ABZSO tras
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la incubacién con FMO. Probablemente, al menos en ratas y posiblemente en perros
y humanos (Delatour, 1991b), ambos sistemas enzimé4ticos actian simultdneamenle
de modo que la concentracién de ABZSO extrapolada a tiempo cero sea la racémica.

Los cambios producidos en las concentraciones plasmdticas totales de (+)/(~)
con el tiempo, podrfan ser consecuencia de una enantioselectividad por el sustrato
del citocromo P450, dependiente de la reaccién de sulfoxidacién (Souhaili-El-Amri
y col..,1988; Auret y col.,,1968), De acuerdo con esta interpretacidn, la selectiva
consumicién de uno de los enantiémeros de ABZSO, es responsable del incremento
proporcional de su antfpodo.

Por dltimo, hacer la observacién, de que todavfa se desconoce cual de estos
dos enantidmeros es el responsable de la actividad farmacoldgica, aunque algunos
autores apuntan hacia el (+) ABZSO (Bogan, 1980; Delatour y col..,1991) por ser
¢l enantidmero que mayormente se encuentra en plasma, mientras que el (-) ABZSO
lo harfa en menor grado.

2.2.3.2.3 Efecto de inhibidores enzimiticos en el metabolismo del
albendazol.

Son muchas las sustancias que han dem(;strado tener un efecto inductor ©
inhibidor sobre el sistema microsomal hepdtico, y como tales han sido utilizados
para estudiar las distintas rutas metabdlicas de los formacos en modelos "in vitro".
"In vivo", la interferencia en el proceso de sulfoxidacién hepitica puede producir
una modificacién el la farmacocinética de los formacos, Este hecho podria mejorar
la eficacia antiparasitaria como resultado de una mds alta concentracién de metabo-
litos antihelmfnticamente activos, una mayor permanencia de estos en el hospedador

Y como consecuencia un mayor tiempo de contacto entre firmaco y pardsito.

Muchos farmacos han mejorado su farmacocinética tras la coadministracién
con ofras sustancias, Asf, la potenciacién del QFZ por coadministracién de PRZ
a ovejas, se traduce en un incremento en el ABC, Cmax y eficacia clinica (Hennessy
¥ col.,1985), PBZ se une fuertemente a la tubulina de mamiferos y esto permite
que, de forma temporal, disminuya el metabolismo hepitico y la excrecién biliar



Revisidn bibliogrdfica.

de OFZ. Esto se traduce en un incremento en la actividad antiparasitaria frente a
cepas BZ-resistentes de H. contortus y T. colubriformis, tras el tratamiento combinado
OFZ+PBZ, comparado con la administracién de OFZ solo. Actualmente Lanusse
y col., contindan estudiando la mejora de la farmacocinética de distintos benzimida-
zoles (OFZ y FBZ) y probenzimidazoles (NTB) mediante la utilizacién de inhibido-
res metabdlicos tales como metimazol® (MTZ) y metirapona® (MTP). Nosotros nos
limitaremos a los estudios realizados con netobimin (profirmaco del albendazol )
y a los inhibidores utilizados por nosotros en la realizacién de esta tesis, dado que
carecemos de informacidn acerca de la utilizacién de inhibidores del metabolismo
del albendazol como moduladores de su farmacocinética,

Metirapona, es un firmaco anti-esterofdico que ha demostrado ser un potente
inhibidor de la actividad del sistema microsomal hepdtico (Tynes and Hodgson,
1983); actuando a nivel del citocromo P450, forma complejo con él, sin efecto en
los componentes de transferencia electrénica (Kahl y Netter, 1970).

SKF-525A, inhibe el citocromo P450 indirectamente: un metabolito reacciona
con el P450 formando un complejo, el cual, evita 1a fijacién del dtomo de oxigeno
y como consecuencia Ja activacién (Testa, 1980).

Metimazol y otras tioureas son farmacos antitiroideos, conocidos sustratos del
sistema flavin dependiente de monooxigenasas. La biotrasformacién FMO-depen-
diente del metimazol, produce un metabolito con afinidad por el citocromo P450,
éste se une a él, bloqueando la entrada de otros sustratos (Kedderis and Ricker

1985).

Estudios recientes han demostrado que la coadministracién de netobimin con
metimazol, produce cambios en las cinéticas plasméticas de albendazol y metaboli-
tos, debido a una competicidén de ambas sustancias (ABZ y MTZ) por el sistema
FMO, en ovejas (Lanusse and Prichard, 1992a) y ganado bovino (Lanusse and
Prichard, 1992b), manifestando una modificacién mayor en las ovejas tratadas.

En la tabla siguiente se representan los pardmetros farmacocinéticos para ABZSO
siguiendo la administracién de netobimfn y/o metimazol a ovejas y ganado bovino.

53



Revisién bibliogrdfica,

56

Especie Tratamiento Dosis ABC tn
ovinos netobimin 20mg/kg oral 99,45 10,26
netobimin + 20 /1,5mg/lkg
metimazol intramuscular 193,2 50,27
bovinos -netohimin 20mg/kg oral 9,93 57
netobimin + 20/ 1,5 mp/kg
metimazol intramuscular 12,96 8,64

Mas de un 82 % de inhibicién en la formacién de ABZSO fue obtenido "in
vitro" a la concentracién 1mM de MTZ, mientras que la concentracién 10 um no
manifestd ningun efecto. En microsomas de ganado bovino, la concentracién 1mM
de MTZ inhibe la sulfoxidacién del ABZ en un 56 % , en las mismas condiciones
del ensayo (Lanusse y Prichard, 1993). Estos resultados indican que Ja sulfoxidacién
del albendazol en los microsomas hepéticos de ovejas, es significativamente mas
alta que en ganado bovino, por lo que es necesario utilizar mayores concentraciones
de MTZ en ¢l tratamiento del ganado para obtener un nivel similar de inhibicién,

Los resultados obtenidos en los estudios "in vitre", han demostrado ser repro-
ducibles en modelos "in vive" (Lanusse and Prichard 1991, 19923).

El incremento en el 4rea bajo 1a curva de ABZSO, resultd signiﬁéativamente
mayor tras la administracidn de netobimfn mas los inhibidores a ovejas, existiendo
una variacién segiin la via de administracién. Asf se obtuvo el 63 y 38 % de
incremento tras el tratamiento con NTB a 20 mg/kg subcutdnea mas MTZ 1,5
mg/kg y MTP a 20 mg/kg respectivamente, en relacidn al tratamiento con netobimin
solo (Lanusse and Prichard 1991); 55 % en la administracién conjunta de netobimin
a 7,5 mg/kg oral mas MTZ a 3 mg/kg intramuscular (Lanusse y Prichard 1992¢)
Y 94 % tras la administracién de NTB a 20 intraruminal mas MTZ a 1,5 mg/kg
intramuscular ( Lanusse and Prichard 1992a); en este caso también se produjo un
aumento de biodisponibilidad del albendazol (el ABC auments en un 138 % y el
tiempo medio de permanencia fue un 86 % mayor).
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Otros pardmetros farmacocinéticos modificados fueron, la semivida de elimina-
cién del ABZSO, que pasé de 7,27 horas, tras la administracién de NTB solo a
14,57 horas (NTB +MTZ oral) 6 11,39 horas (NTB +MTZ intramuscular) (Lanus-
se and Prichard 1992¢).

| Como se ha sefialado anteriormente, el cociente ABC ABZSO/ABZSO02 es un

indicador de la abundancia de ambos metabolitos en sangre y este puede decrecer
como consecuencia de un proceso de autoinduccién enzimdtica, tras la administra-
cién de dosis sucesivas de albendazol, lo que producirfa un aumento en las concen-
traciones plasmdticas de la sulfona y una considerable disminucién del sulféxido,
Contrariamente, se produce un incremento de este cociente tras la administracién
de netobimfn mas metimazol,

El MTZ es un inhibidor del sistema FMO, responsable de la formacién del
enantiémero (+)R en ovejas, por lo cual se produciria una reduccién en el efecto
de primer paso hepético. Un retraso en la oxidacién del ABZ por Ja presencia del
MTZ puede ser suficiente para enlentecer la formacién de ABZSO e incrementar
el cociente ABZSO/ABZSO2. Ain mds, "in vitro" sé ha demostrado una reduccién
del ABZSO para transformarse en el albendazol de partida, luego un retraso en la
formacién del sulféxido, prolonga el tiempo de reciclaje entre plasma y fluidos
gastrointestinales, lo cual permite que se forme nuevamente ABZ, por reduccién
del ABZSO en el tracto digestivo; este hecho ayuda a explicar el retraso en la
aparicién de la sulfona en plasma, obtenido tras la administracion de netobim{n mas
metimazol,

En las figuras siguientes se representa, como ejemplo ilustrativo del efecto del
MT?Z en la cinética del albendazo!, las medias de las concentraciones plasmaticas
de albendazol (a), albendazol sulféxido (b) y sulfona (c) (Figura A) después de la
administracién intraruminal de netobimin (20 mg/kg) més metimazol (1,5 mg/kg)
por via intramuscular a ovejas ( Lanusse and Prichard 1992a), asf como de la media
de 1a concentraciones plasmticas de ABZSO, obtenidas tras la administracién de
netobimin (20 mg/kg) subcuténea y la coadministracién con MTZ (1,5 mg/kg
intramuscular) y MTP (20 mg/kg subcutdnea) a ovejas (Figura B)(C.E Lanusse,
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1991). Nétese el aumento en la biodisponibilidad y tiempo de permanencia de ambos
metabolitos en el organismo, tras la terapia conjunta firmaco mas inhibidor.

En la Figura C, se realiza un estudio comparativo de la inhibicién de la sulfoxida-~
cién del albendazol, en distintos tipos de ganado (Lanusse and Prichard, 1993}.

“In vive", el papel del MTP en la oxidacidn del albendazol parece ser debida
a la inhibicidn del citocromo P450 envuelto en Ia produccidn del enantiémero (-)R
Y su posterior oxidacidn a sulfona.

"In virro", la sulfoxidacién del albendazol por microsomas hepdticos de rata
no se ve afectada por MTP o SKF 525A (Tynes y Hodgson 1983). Esto podrfa
indicar que los cambios observados en 1a farmacocinética del netobimin en presen-
cia de MTP son debidos a interferencias "in vivo" con la formacién de ABZSO2,
lo cual producirfa un significativo aumento del ABC del ABZSO y una disminucién
de ABZS02.
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Figura A: Media de las concentraciones plasmética de ABZSO obtenidas despues de la
adminisracién intraruminal de NTB (20 mg/kg) solo y coadminstrado con MTZ (i.m,
1,5 mg/kg) a ovejas,
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Figura B: Medias de las concentraciones plasmdticas (n=4) de ABZSO obtenidas tras
la admistracién subcutdnea de NTB (20 mg/kg ) solo o coadminstrado con MTZ (1,5
mg/kg i.m) o MTP (20 mg/kg s.c) a ovejas.
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Figura C: Estudio comparativo de la inhibicidn del metabolismo del albendazol
(ABZ}), mediado por MTZ, en ganado ovino y bovino. Los puntos representados
son los valores medios de 6-8 determinaciones. Los resultados fueron calculades
como preentaje de ABZSO formado en presencia de MTZ frente al control. Los
valores obtenidos para ganado bovino son estadisticamente diferentes al porcentaje
de inhibicién obtenido en ganado ovinoa p < 0,01 (**) » p < 0,001 (#xxy,
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2.3.

3.1.

UTILIDADES VETERINARIAS DEL ALBENDAZOL.

Se ha demostrado que el tratamiento rutinario con albendazol, incluso en casos
de parasitismo leve, proporciona ventajas econémicas. De forma que el albendazol
es de gran utilidad no solo en terapéutica, sino también en epidemiologfa por su
amplia actividad que incluye nematodos extraintestinales y tenias (Campbell, 1990).
Tabla 2.

Albendazol presenta un amplio margen de seguridad qt.le comparte con otros
benzimidazoles. Las vacas no deben ser tratadas durante el primer mes de gestacién,
En caso de ganado ovino, presenta una dosis mfnima téxica de mas de 10 veces Ia
dosis terapéutica, para nematodos y mayor de 5 veces, para trematodos.

El perfodo de sacrificio de los animales para el consumo humano varfa desde
14 dfas en ganado vacuno, hasta 10 dfas en ganado ovino.

En el caso del tratamiento de helmintos de distintas especies de ganado, sobre
todo ovinos y bovinos, se han desarrollado nuevos sistemas de administracion, los
cuales producen una mejora en la farmacocinética del farmaco, asf como nuevas
formulaciones de este,

Nuevos sistemas de administracién

En ovinos

Dispositivo andré-reticular de cesién continua de albendazol. La cépsula
administra aproximadamente 0,5 mg/kg durante 3 meses. Su administracién a
ovejas, comparado con la administracién de 3,8 mg/kg de albendazol en "drench”
mostré entre un 75 % y un 100 % de efectividad mayor frente a nematodos gas-

trointestinales (Dorchies y col..,1989).

61




Revisidn bibliogrédfica.

62

Alzieu, 1990, administré este mismo sistema durante las épocas de cria de
ovejas comprendido entre 1985 y 1989 y se comparé con el albendazol a la dosis
de 3,8 mg/kg administrado en "drench", encontrando menor carga parasitaria con
el primer sistema de administracién a la vez que los corderos mostraron mejores
canales. |

Segiin Mage y Pothier, 1990, la administracién de " Proftril" a ovejas, tres
semanas antes del apareamiento de otofio, aumenté, o tuvo un efecto beneficioso
en la fertilidad de las ovejas ( 121,1 % corderos nacidos, frente al 96,1 % del
control tratados con tiabendazol a 70 mg/kg) junto con una reduccién del contenido
de huevos en heces,

La administracién intraruminal de la cdpsula de ABZ (proftil-Captec) a ovejas
con infestacién natural de nematodos intestinales y trematodos (D. dentriticuni)},
demostro andlisis croprolégicos negativos 10 dfas, después de la administracién de
la cdpsula; también se observé una disminucién en la contaminacién de pastos por
larvas de nematodos y una ganancia de peso en los terneros (Corba, 1991, 1994)

Bell, 1992 demostr la eficacia de este sistema en la época de pastos, encon-
trando una reduccién de formas parasitarias

En bovinos:

Barger, 1993 utiliz6 este sistema con ovejas merinas y terneros, en unos pastos
donde los par4sitos son benzimidazol-resistentes, comparando la eficacia de la
administracién de dos CRC (dispositivo andré-reticular de cesién continua de ABZ)
con el minimo tratamiento control y seguimiento del programa Wormkill. Encontré
una disminucidn en la carga parasitaria a la vez que los lechales tratados con CRC
perdieron menos peso y ganaron mas lana durante el perfodo de lactancia.

También se han utilizado nuevos dispositivos de administracién como profildc-
tico, para evitar la contaminacién de terneros con helmintos presentes en los pastos.
En este caso se administrd un dispositivo de liberacién controlada intermitente, el
cual contenfa tres dosis de ABZ liberadas en los dfas 31, 62 y 93 de pasto, mos-
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trando una disminuci6n en la carga parasitaria, asf como una ganancia de peso y
menor nivel de pepsindgeno en sangre. La contaminacion de pastos con larvas de
helmintos fue menor (Borgsteede y col..,1988). Este mismo efecto fue descrito por
Lotze 1989, quien encontré casi un 100 % de eficacia, en lainfestacién por nemato-

dos (100 % eficacia para D. viviparus), hasta el 4° mes después de la administracién
del albendazol.

Eficacia de nuevas formulaciones de albendazol

Aldifal ( suspensidn de albendazol 2,5 %, hecho en Checoslovaquia) adminis-
trado a 2928 ovejas merinas, en dosis orales de 5 mg/kg a 10 mg/kg, resulté un 100
% eficaz frente a Trichuris, Ostertagia, Nematodirus, Chabertia y Trichostrongylus
spp. Dosis de 7,5 mg/kg a 10 mg/kg fueron 100 % eficaces frente Dictyocaulus

filaria, Muellereius capillaris y Moniezia spp. Contra estados juveniles de Fasciola
hepatica, albendazol a 10 mg/kg, mostré una eficacia de un 97,7 %, cuando se

administré dos veces en un intervalo de 48 horas; contra estados maduros de.

F.hepatica, la eficacia fue de 95,4 % . Albendazol, a la dosis de 10 mg/kg fue 95,9
% eficaz frente adultos de Dicrocoelium dendriticum, ( Corva y col..,1988)

Vermitan (suspension 2,5 % albendazol de origen hiingaro), administrado a
la dosis de 5 mg/kg a corderos, fue eficaz contra Moniezia spp. y nematodos
gastrointestinales (Schuster y Hiepe; 1987). Este mismo producto administrado a
dosis de 7,5 y 10 mg/kg, produjo una reduccién del 72,2 % y 87,5 % de Dicrocoe-
lium dendriticum, alcanzdndose porcentajes de reduccién préximos al 100 % con
dosis de 15 mg/kg ( Schuster y col..,1989).

En 1992 Corba compard la eficacia de esta formulacién con un dispositivo
intraruminal (Proftril-Captec producido por SKF) a 300 ovejas (con una carga
parasitaria en heces inferior a 30 huevos/g). Vermitan a la dosis de 7,5 mg/kg
redujo el contenido de huevos en heces (< 4.4 huevos/g). Tres semanas después,
a 100 de estas ovejas, se le administré un dispositivo intraruminal de albendazol
en "bolus”: cinco meses después, las ovejas que recibieron el dispositivo tenfan una
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media de 8,4 huevos/g, comparado con los 33,9 huevos/g encontrados en los
animales tratados solo con vermitan.

La administracién de Valbazen (SKF-ABZ), a las dosis de 15 mg/kg (a
terneros y bufales) y de 7,5 mg/kg (a cabras), produjo una reduccién en el nimero
de huevos de Fasciola gigantica, aprecidndose unadisminucién en la sintomatolog(a
en el 7° dia p.t. quince dfas después del tratamiento se registraron eficacias de
96,25, 97,06 y 96,18 %, contra formas adultas, en terneros, bifalos y cabras
respectivamente. La administracién de 7,5 mg/kg, produjo la eliminacién total de
Moniezia spp (Misra,8.C, y col..,1989, 1989b),

Corderos infestados naturalmente con helmintos gastrointestinales recibieron
"bolus" conteniendo 600 mg de netobimin o una suspensién del mismo al 5 % .La
dosis media administrada fue de 19,1 mg/kg y 18,4 mg/kg, respectivamente. En
ambos tratamientos se encontré un 100 % de reduccién de aduitos de los helmintos
gastrointestinales mas comunes; 99 % de reduccidn en larvas de tricostrongflidos.
Ambas formulaciones fueron moderadamente eficaces contra Trichuris spp. También

se encontraron progldtides de Moniezia spp. en heces. No existié diferencia de
eficacia entre las dos formulaciones.



Tabla 2. Eficacia del albendazol en el tratamiento de distintas parasitosis segiin el hospedador. Dosis orales salvo indicaci6n.

AUTOR PARASITO POSOLOGIA EFICACIA OBSERVACIONES
EFICACIA FRENTE A HELMINTOS DE GANADO OVINO
Cai,X.P, 1986  F.hepatica {adultos) 50 mg/kg en las semanas 3%;5%;7%;9*. 23,9/ 13,3 /62 /94,7 albendazol manufacturado
% reduccitn en China.
Sanz,F, 1986 O.trifurcata; O.ostertagi; N.sphathiger 7.5 mg/kg, en "drench” 100 Infestacién natural
M.marshalli; H. contortus; C.ovinata 99,9 O.circumcinata Se administré Netobimin
T.axey; T.colubriformis; D.filaria 97,9 T_vitrinus no se observaron efectos 2°.
T.capricola; N filicollis; LA Ostertagia sp
Clarkson, 1986  Quistes hidatidicos pulmonares 10 mg/kg 6 20 mg/kg x 6 semanas protoescélices no viables infestacion natural.
membrana germinal destruida
Niphadkar, 1986 Haemonchus, Tricostrongylus, 5 meg/kg po se enconfraron buevos en heces
Oesophagostomun, Trichuris spp 1, 2 é 4ppm "in vitro™ inhibis la eclosién
Schuster.R, 1987 Moniezia spp y estrongilidos 5 mg/kg en bebida albendazol ™ vermitan” se administr6 en comparacién con otras formulaciones
intestinales de mebendazol (granulado, 10 %),y Niclosamida(micronizada 100mg/kg). Albendazol
y mebendazol eficaces en ambos casos, Niclosamida recomendada en Monjezia.
Tinar.R, 1988  Fasciola spp y nematodos 5 mg/kg;2,5 mg/kg Fasciola spp 71 y 60 % y nematodos gastrointestinales 99,96% y 99,8%
intestinales (H. contortus, respectivamente, la administracién de "Okzan" (2,8 mg/k oxfendazol +
Ostertagia spp, Trichostrongylus, Trichuris spp. 15 mg/k oxiclozanida} 97,33% Fasciola spp y 99,6 % ,en nematodos gastro-
Nematodirus spp, B.trigonocephalum,O.venulosum mtestinales.
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" Tabla 2 continuacién. ..

AUTOR PARASITO POSOLOGIA EFICACIA OBSERVACIONES

Tinar.P; 1988  Fasciola y nematodos 2,5;5y 10 mg/k 33, 47 y 100 % frente a Fasciola y aprox 100 % frente a
gastrointestinales nematodos (examen de heces),resulté menos eficaz frente

a D.demtriticum y Paramphistomum spp.

Kwan.L, 1988  aislamientos BZ-resistentes > lmg/k x5 dia 100 % la continna infusién de albendarol
de H.contortus intraruminal es mas eficaz que la administracién
adultos de Fasciola hepatica 4,5 mg/k x 5 dias 100 % de dosis 1inicas o regfmenes diarios.

Corba.J, 1988 Trichuris, Ostertagia, Nematodirus Aldifal(2,5 % susp) 100 % dosis de 10 mg/kg 2 veces en un inter-
Tricostrongylus spp, Chabertia spp de 5a 10 mg/k valo de 48h igual de eficaz que dosis
F.hepatica. Unicas frente a adultos de F.heparica.

Dik.B, 1988 Trichostrongylus, Nematodirus,Ostertagia  3,8; 7,5 y 10 mg/kg 100 % examen de heces en el dia 11 p.i
Moniezia; D filaria

Gates.N.L y nematodos gastrointestinales 10 mg/kg 100 % examen de heces, parasitosis

Foreyt. W.J, 1990 natural

Ahmad.M,1990 nematodos gastrointestinales 5 mg/k (2,5 % susp ABZ) 100 % eficaz frente a Trichuris spp (72 %)

Gundlach.J, 1990 nematodos gastrointestinales 7.5 mg/kg 98,6 % luxabendazol(10 mg/kg), 100% en nematodos
Moniezia spp 81,3 % y Moniezia spp, ineficaz en Eimeria spp.
Fasciola hepatica ineficaz

Baver.C 1990  Moniezia expansa 3,8 mgrkg 90 %proglo- 100 % eficacia ABZ y febantel (5 mg/kg)

tides/beces 90,9 % para oxfendazol (Smg/k) y
(1° dia p.t) Prazicuantel (3,8 mg/kg)



Tabla 2 continuacién...

AUTOR PARASITO POSOLOGIA ) EFICACIA OBSERVACIONES
Kerboeuf T.circurncinata, T. colubriformis ABZ y OXF, formas resistentes, sin embargo dos meses p.t
1990 H.contortus apareci$ efecto ovicida. Netobimin 100 % eficacta frente a
estos nematodos.
Lovw.J.P nematodos gastrointestinales ABZ 3,8 mg/k; FBZ 10 mg/k Todos muy eficaces H. contortus, adultos y estados inmaduros
1993 VM 0,2 mg/k; LEV HCl1 7,5 Theladorsagia spp resistentes a ABZ y FBZ; inmaduros
ABZ 3,8 + Closantel sédico 6 a ABZ/closantel. Adultos y formas inmaduras de Nematodirus
ABZ/closante]l ; adultos a FBZ.
EFICACIA FRENTE A HELMINTOS DE GANADO BOVINO.
Genchi, C, nematodos gastrointestinales 7,5 mg/kg huevos/heces dismmuyeron fue activo frente a
1986 9% 15hpty2 %48 hp.t adultos.
Genchi,C, estrongilidos intestinales 7,5 mg/kg 0% huevos en heces 24h p.t eficaz frente Ostertagia,
1986b fuertemente ovicida Cooperia,trichostrongylus,
Nematodirus spp.
Misrz.8.C, F.gigantica. 15 mgkg en el dfa 7 p.i disminucién administracién de
1089 n° huevos en heces valbacen (SKF-ABZ)
,15° dfa p.t 96,25 %
reduccién de adultos
Misra.SC, Moniezia spp. 71,5 mgikg expuisi6n del gusano Valbazen (SKF-ABZ)
1989 no huevos/heces 50 dia p.t
Pinhetro,A.C  T.axei.Ostertagia 5-7.5 mglkg %0 % T.axei oxfendazol 2,5 mg/k
1950. Cooperia, Haemonchus spp.

L9

81-88% Haemonchus spp.

60 % Haemonchus spp.
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- Tabla 2 continuacidn...

AUTOR

PARASITO

POSOLOGIA

EFICACIA

OBSERVACIONES

Williams,J.C
1991

Emiler.J

Waghmare,S. P
1991

Gundiach,J.LL
1991

Dorchies.P.H
1992

Vassilewg.D
1993

14 O.ostertagi

L4 O.osterragi

T vitulorum
S.papillosus

nematodos gastrointestinales
F.hepatica

F. hepatica

nematodos gastrointestinales

10 mg/kg
FBZ y LEV tépico
mismas dosis

ABZ 10 mg/kg; FBZ 10
OXF 4,5 mg/kg dosis
recomendadas.

7.5 mg/ml(25mg/ml)

10 mg/kg

10 mg/kg X 2
intervalo 2 meses

7,5 mg/kgx3 6 0,2 [VM
x3meses [0y 116
IVM X2 meses 3 v 4

ABZ y FBZ igual de
eficaces.LEV < efica-

cla.

99 % adultos, 95 % L4

84 % EL4 ; 98-100 %

adultos y L4 Haemonchus,
T.axei y Cooperia spp adultos.

18-84 %; 65-97%; 33,5-93% respectivamente. dosis menores
30-86 %; 0-97% ; 0-85 % .dosis mayores 84% ; 92-99% ;
7895 % .

disminncién progresiva en el miimero de huevos, pero
no eliming totalmente la infeccién. El tratamiento
con Ivomec(dosisi % de ivermectina 200ug/k subcutan)

resultd mas eficaz.

aumento en hematocrito
hemoglobina,disminncién
eosinbfilos y leucocitos

97 % frente a nematodos
68 % F.hepatica

interés en el Tto inmedia-
to tras volver al establo
et invierno

85 % p. 1° Tto
96,2 % p.2° Tt°

IVM x3 15,8 % > efecto que ABZ643,5 % > que IVM x2.
IVM efecto residual protector durante 2 6 3 meses
ABZ carece de este efecto -
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AUTOR PARASITO POSOLOGIA EFICACIA OBSERVACIONES
EFICACIA FRENTE A HELMINTOS DE GANADO CAPRINO
Guha,C nematodos gastroinftestinales 3,5y 5 mgkg 100% frente a nematodos Se administré albendazol
1986 ineficaz en Trichuris spp comercial (amalgon).
Guha,C nematodos gastrointestinales 3.5 mg'kg 100 % tiofanato(100mg/k), levarmisol(8mg/ke)
1987 ineficaz Trichuris spp tetramisol(35mg/k) eficacias: 100,
934,722 % .
Foreyt, W.J Fasciola hepatica 5,7, 10, 15 mg/kg 73, 88, 88, 95,9 % administracién de 75 mg/kg
1988 no signos de toxicidad.
Pomroy, W.E nematodos gastrointestinales 3,8 mg x 2 (24 horas) > 99 % ambos regimenes La dosis simple > 99% eficacia
1988 Ostertagia, Trichostrongylus spp 7.6 mg/kgx 1 frente O.venulosum,mientras que
H.contortus,Cooperia spp,C.ovina dosis repetidas 96 %.
EFICACIA FRENTE A HELMINTOS DE CERDOS
Theodrides,V.J  A.summ, Oesophagostomum spp 2.5 mg/kg - > 95 % Trichuris spp, A. summ
Rew,R.S, 1988 Trichuris, Strongyloides spp QOesophagostomun spp.
10 mg/kg - 97 % Strongyloides spp.
10 pmm en comida x 5-10dias - eficaz frente a Oesophagostomun spp, A.summ
40 pmm - eficaz frente a Trichuris spp.
Juris, P A.summ,Oesophagostomum spp. 5 mg/kg 97,2-100 % Se administré Vermitan
1990 Strongyloides ramsoni 100 % . premix 10 %(bioveta,Nitra)
_ Trichuris suis T1.5-75 % formulacién Checoslovaca
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Tabla 2 continuacién...

AUTFOR PARASITO POSOLOGIA EFICACIA OBSERVACIONES
EFICACIA FRENTE A HELMINTOS DE GANADO EQUINO
Madhav. A.B infecci6n mixta: Ascaris spp . 5 mg/kg x 3 dias elevada Se observé un aumento de peso
1989. Strongyloides spp, fraccionado 2 tomas/dia en el dia 30 p.t. No efectos
Trichuris spp adversos.
EFICACIA FRENTE A HELMINTOS DE PERROS
Holenweger.JA nermatodos gastrointestinales 10, 20 y 30 mg/kg dosis 30 mg/k 100 %
1987 dosis menores reducen carga parasitaria
Holenweger.JA Toxocara canis, Ancylostoma caninum 30 mg/kg + 2,5 mg/kg de 100 % en T.canis, A.caninum, D. caninum
1988 Dipylidium caninum, Trichuris vulpis prazicuantel. casi 100% T vulpis
Manuel MF Toxocara spp , Ancylostoma spp 15 6 20 6 25 mg/kg x 3 dias 100 % ABZ x 3 dias gyaves efectos adversos
1589 20 6 25 mg/kg x 1 dfa 100 % Toxocara, 65 %  dosis tnicas no toxicidad
¥ 72 % Ancylostoma
EFICACIA FRENTE A HELMINTOS DE ROEDORES.
L. Gerbo
Taylor.D.H E_multilocularis ABZ 50 mg/kg, MBZ 50 mg/kg PZQ fue el mayor agente protoscolicida (< 2% viabilidad)yavmgue
1989 inyeccin intra- PZQ 500 mg/kg 1o inhibe el crecimiento del quiste, ABZ fire el mas eficaz en
peritoneal la reducci6n del crecimiento, siendo mas eficaz que MBZ 6
PZQ.
- Taylor.D.H E.granulosus ABZ 50 mg/kg x 1 mes 8 meses después, reducci6n en el n° de quistes en todos los
198% inyecci6n intra- PZQ 500 mg/kg x lmes lotes tratados, > eficacia con la combinacién de ambos
peritoneal ABZ + PZQ x 1 dosis 24 h p.i farmacos.

intraperitoneal
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AUTOR PARASITO POSOLOGIA EFICACIA OBSERVACIONES
Taylor.D.H E.granulosus 20 6 50 mg/kg/dia la respuesta a la terapia y la viabilidad de los quistes depen-
1989¢ de las dosis y perfodo tratamiento, dosis 50 mg/kgx2 meses efecto profildctico
hasta 3 meses después.
Morris,D.L E.granulosus 50 mg/kg < p° quistes después la incubacién de los quistes tra-
1990 3 meses tratamiento tados y control con ABZSO y posterior implantacién
a gerbiles. Formas resistentes (Tt° con ABZ)
Shen,Y hidatidosis alveolar altas dosis de ABZ 333 % * Gran infiltracién de linfocitos en el grupo tratado con ABZ.
1994 prazicuante] 25-16 % * Combinacién ABZ + PZQ menos eficaz.
2. Ratones
Kulieva,N.S H.nana 0,1g/kg x5 dias 97,31 MRZ 89,23; Medamin 87,1; FLBZ 65,88 a igunal dosis
1988 se recomiendan en infecciones mixtas cestodos-ne-
matodos.
Bhopale.G.M  A.caninum distintas dosis x 5 dias ABZ,FLBZ masactives. TBZ,Benacil, OXF,MBZ significante actividad larvicida
1988 {(larvas establecidas cerebro) tetramisol,FBZ, Sch 18099,pamoato pirantel, moratel tartrato,
pamoato de oxantel ineficaces utilizados a relativas altas dosts.
Hwang ,K.P A. cantonensis ABZ(Zentel} 5, 10,20 mg/kg casi 100% en ratones tratados 14 dias(comienzo 5-10 dfas p.i).Se encontrd
1988 empezando 5, 10 o 15 dias p.i gusanos en ratones tratados 14 dfas(comienzo 15-20 dfas p.i) aunque menos
hasta los dias 7, 14 6 21 p.i que en confrol.Similar resultado Tt® 7 y 21 dias. % reduccién menor con dosis
de 5 mg/k aunque no diferencias significativas en el Tt® con altas dosis.
Delgado.O. Toxocara canis 9 mg/kegx 8 dias, 2 dfas p.1 En ambos caso reduccién del n° larvas y motilidad en cerebro
1989 3 mg/kg x 8 dias (cada 8h)

-.\I
—_

mayor eficacia en caso de dosis fraccionadas,
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Tabla 2 continuacién...

AUTOR PARASITO POSOLOGIA EFICACIA OBSERVACIONES

Cheetham, R.F  Capillaria hepatica 30 mgikg > 90 % en la deposi  mismo efecto observado con:

1991 ci6én de huevos FBT 30mg, MBZ 3,13mg, OFZ 12,5 mg.

Rashid, V.M Trichuris muris MRBZ 5 6 10 mg/g X 3 (juvenil) 100% . La eficacia de medamina y albendazol es < y depende

1991 10 mg/k X 3 6 20 mg/k X 2(adultos) directamente de dosis, perfodo Tt°, fraccionamiento dosis.
Samanta S Toxocara muris 100 mg/kg 24h p.1 X 1 semana n? de larvas recuperadas por digestién, fue signif < que en control = resultado
1990 con FBZ 100 mg, IV 0,2 mg subcutanea, menor resultado con TBZ 150 mg.

McCracken,R.O
1992

Hrckova,G
1993

Hrckova, G
1994,

Xiao.S
1994,

3. Ratas

Amato Neto.V
1986

H.microstoma
H.diminura

T.spiralis
(muscalar)
Mesocestoides corti

tetrathyridia

Ancylostoma
caninum

S.venezuelensis

MBZ a estas dosis result6 ineficaz, esto coincide con

50 mg/kg x 1, dia 27 p.i inactivo

50 mg/kg x 3 dias 50 % el efecto de estos farmacos el modelo H.diminwa/rata,

10 mg/kg,x 3 diarias 5% Las mismas dosis administradas semanalmente resultaron
10 mg/kg x 6 diarias 38 % ineficaces, cuando se administré con intervalos 6 semanas

(ambas en liposomas) 5 % reduccién en el n® larvas.

liposomas ABZ x 3 (i.p) misma eficacia antiparasitaria con ambos tratamientos

vs doble de concentracién de ABZ libre (oral).

concentraciones plasmiticas de ABZ inapreciables. Altas con-
centraciones de ABZSO en plasma y musculo

98,6 %
99,02 %

75, 150 mg/kg (i.g)
300 mgikg x 3

eficacia de MBZ Y CBZ = 80 y 98 % respectivamente

100% dosis > 5mg -
utilizados a dosis 5 mg. 100% con dosis superiores.

aSmg=287%

5; 6,75; 12,5; 25; 50 mg/kg



Tabla 2 continnacidn...

AUTOR

PARASITO POSOLOGIA EFICACIA OBSERVACIONES
Mojon, M Strongyloides spp 50 mg/k dfas 1,23 p.i 33 % n® huevos Tt® mas tempranos o 150mg/kg 3h a.i y 3h p.i;
1987 95,5% carga parasit  no eficaz. TBZ 50mg/kg dfas 4,5,6 p.i 100% eficacfa
4,5, 6 p.i + esterbides 100 % Tt 12h a.i 6 6, 24h p.i ineficaz
Ambos Tt® ineficaces fase tisular infeccién
Galal M H.diminuta 267mg/kg x3 y 800mg/kg 100 % .no diferen- MBZ 500mg/kg y 167Tmg/kg x 3. Parcialmente
1987 30 dfas p.i cias entre Tt°® eficaz 76%. PZQ 250mg/k v 83 mg/k x3 100% .
Tang,Y.H Clonorchis sinensis 150 mg/kg kinchazén y protusién  PZQ 300 mg/kg 2h, 4-24h y 36-48h = efecto.
1938 ¥ erosi6n del tegumento
a las 24, 36, y 48 h p.i
4. Conejos
Hang 1.8 S.papillosus 40 mg/kg 100% TBZ 200 mg/kg 99,99% ; MBZ 30 mg/kg 99,88%
1988

€l

LEV 20 mg/kg 75,54 %. Adultos en duodeno
yeyuno > ileon.
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2.4. ALBENDAZOL EN LA QUIMIOTERAPEUTICA HUMANA.

En las pasadas dos décadas se ha conseguido un extraordinario avance en la
quimioterapia antihelmintica, sin embargo no se ha encontrado un tratamiento
satisfactorio para oncocercosis, cisticercosis o equinococosis. Ademds es necesario
el desarrollo de un antihelmintico de amplio espectro, efectivo a dosis vinicas, en el
tratamiento de las cuatro infestaciones por los nematodos intestinales mas importan-
tes: ascariosis, trichurosis, strongyloidosis y ancilostomosis. Ivermectina parece ser
un avance en el tratamiento de la oncocercosis; mebendazol y albendazol, de primera
linea, en el tratamiento de la equinococosis; y prazicuantel, en el tratamiento de
clonorquiosis y opistorquiosis. Albendazol es considerado de amplio espectro confra
nematodos intestinales, mientras que prazicuantel lo serfa en infestaciones producidas
por cestodos y trematodos.

En la tabla siguiente, se refleja el tratamiento de la mayorfa de helmintosis
humanas, se incluyen también formacos alternativos.

Tabla 3

PARASITO FARMACO ALTERNATIVAS

NEMATODOS

A.lumbricoides
T.trichiura

N.americanus

A.duodenale
infeceidn combinada
Ascaris, Trichuris
A. duodenale
infeceién combinada
Ascaris,y Tenias.

S.stercolaris.

pamoato de pirantel
mebendazol

pamoato de pirantel
mebendazol

mebendazol o
pamoato de pirantel

mebendazol o oxantel-
pirante] pamoato

tiabendazol

piperazina, mebendazol, levamisol
bephenium o albendazol
oxantel-pamoato pirantel o albendazol

Bephenium, tetracloroetileno, levamisol
o albendazol.

albendazol

Bephenium o
albendazol

albendazol, mebendazol,
cambendazol
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Tabla 3 continuaciéa.,.

PARASITO

FARMACO

ALTERNATIVAS

E.vermicularis

T.spiralis

Trichostrongylus spp

Larva migrans cutdnea
Larva migrans viceral
A cantaonensis

W, bancrofil
B.malayi

Loa loa
O, volvolus

D.medinensis

capilariosis
intestinal,

S, haematobium
S.mansoni
S.japonicun

Opisthorchis spp
P.westermant

F.hepatica

F. buski

76

mebendazol o
pirantelpamoato

ACTH,corticoesteroides
tiabendazol, mebendazol

pamoato de pirantel o

pamoato de pirvinium o
albendazol

albendazol

bephenium o levamisol

mebendazol

tiabendazol dietilcarbamicina o
albendazol

tiabendazol, mebendazol dietilcarbamicina

levamisol ninguno

dietilcarbamicina ninguno

ivermectina dietilcarbamicina mas suramina

metronidazol tiabendazol o mebendazol

mebendazol tiabendazol

TREMATODOS

praZicuantel metrifonato

prazicuantel oxamniguina

prazicuantel

prazicuantel bithionol

bithionol

prazicuantel, niclosamica

emetina, dihidroemetina o prazicuantel

diclorofen, tetracloroetileno, bepheninm
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Tabla 3 continuacién...

PARASITO

FARMACO

ALTERNATIVAS

H. heterophyes y
M. yokogawai.

T.saginata

D.latum
T.solium

Cisticercosis

H.nana
H.diminuta

E. granulosus
E.multilocularis

prazicuantel o niclosamida

niclosamida

niclosamida
niclosamida

prazicuantel

prazicuantel
niclosamida

albendazol

bephenivm, tetracloroetileno

CESTODOS

prazicuantel, diclorofen, paramormicina,
mebendazol.

prazicuantel,diclorofen, paramomicina
prazicuantel o mebendazol

slbendazol

niclosamida, paramormicina
prazicuantel

mebendazol

Sin embargo, el agente antihelmfntico de amplio espectro mis efectivo, es el
albendazol (Ramalingam, 1983), el cual se caracteriza por una répida absorcién
(comparada con otros benzimidazoles) alcanzando altas concentraciones en tejidos,
incluso cuando se administra a dosis relativamente bajas. Desde su aparicién ha sido
objeto de un gran nimero de ensayos clinicos (Colaud, 1984),

En la actualidad este formaco estd siendo utilizado en el tratamiento antimicros-
poridios (infecciones oportunistas en pacientes de SIDA) (Haque, 1993; Dieterich,

1994; Weber, 1993 y Curry 1993},

El albendazol se encuentra disponible en el mercado en forma de comprimidos
de 200 mg y en suspensiones con un contenido de 100 mg de albendazol en 5 ml.
No muestra efectos secundarios graves cuando se administra en perfodos de 1-3 dfas,
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aunque existen casos de dolor epigdstrico, diarrea, dolor de cabeza, nauseas,
insomnio, vértigo y cansancio.

Los tratamientos prolongados en caso de hidatidosis y neurocisticercosis rara-
mente van acompafiados de fiebre, leucopenia reversible, alopecia (Toma, 1993),
altas concentraciones de transaminasas y hepatotoxicidad.

La seguridad de este formaco atin no ha sido establecida en nifios y estd contra-~
indicado su uso en embarazadas, debido a los datos obtenidos de teratogeneidad y
mutageneidad (Cook, 1993). Asf mismo, debe ser utilizado con precaucién en casos
de cirrosis hepdtica,

En la mayoria de los ensayos clinicos, la velocidad de cura fue mayor tras el
tratamiento con albendazol, que con mebendazol incluso utilizando dosis menores
(400 mg frente a 600 mg), en caso de infestacidn por N.americanus (Nontasut, P,
1989).

Las infestaciones producidas por A, lumbricoides, A.duodenale, N.americanus
responden rédpidamente. La administracién de 400 mg en tabletas a adultos y en
suspensién a nifios mayores de 2 afios, produjo un indice de curacién del 50% en
infestaciones por H.Nang; 100% por A. lumbricoides; 93,3 % por A. duodenale
y 100% por E. vermicularis. Ademds se eliminaron sintomas como, diarrea, asf
como también se observé una disminucién de vémitos, dolores abdominales y
sintomas alérgicos (Al-Issa, 1985). Amato Neto, 1990, tras tratar a humanos
parasitados con H.nana con 400 mg de albendazol durante 3 dfas, repitiendo el

tratamiento 10 dias después, encontré que 27 de 30 pacientes tratados segufan
infestados,

Respecto a helmintosis mixtas (Trichuris spp, A.lumbricoides, N.americanus,
Strongyloides spp.) en nifios, la administracién de 200 mg de albendazol mostrd una
gran eficacia (100% A.lumbricoides y N.americanus, 83 % Trichuris spp, 66%
H.nana) en un corto espacio de tiempo (7-14 dfas); ademds esta dosis no produce
efectos indeseables.(Pamba, 1987, 1989). Estas eficacias fueron similares a las
descritas por Gazder, 1987, frente a Trichuris spp (91 %) y Ascaris spp (95 %).



Revisitn bibliogréfica

Posteriormente Chiens, 1989; Hall, 1991, comprobaron que la administracién de
dosis dnicas de 400 mg a adultos, resultaba poco iitil para el control de infestaciones
mixtas, donde Trichuris spp prevalecfa, Sin embargo, Rajeswari y col.,1994, al
administrar esta misma dosis a nifios, observaron eficacias préximas a 100 % frente

a Ascaris spp., mientras que frente a Trichuris spp, la eficacia quedaba reducida a
un 39 %.

Adams y col., 1994, recomiendan el tratamiento de nifios infestados por helmintos
intestinales con albendazol, por mejorar el crecimiento, el apetito y la actividad fisica
espontdnea. Simeon y col.,1995, observaron escaso beneficio en la cognicion, en
nifios infestados con 7.rrichiura, sin problemas de nutricién, obteniendo mejores
resultados en nifios malnutridos,

También ha sido utilizado con éxito, albendazol en combinacién con mebendazol
(300mg y 375 mg respectivamente), en el tratamiento de infestaciones por nematodos
intestinales, obteniendo unas actividades de 98,8 %, en el tercer dfa de tratamiento
frente a Ascaris spp. y 100 % frente a Trichuris spp y Ancylostoma spp, en el quinto
dia postratamiento (Yang, 1994).

Una de las infestaciones intestinales por nematodos de mas diffcil tratamiento
es la producida por §.stercolaris, puesto que presenta un ciclo de autoinfestacién
endégena, La terapéutica de este nematodo se realiza en dos niveles; primero en el
lumen intestinal donde el pardsito produce el sindrome de malabsorcién intestinal,
y segundo, en caso del sindrome de hiper-infestacién, en casos de individuos
inmunosuprimidos, generalmente (Zavala, 1994).

Actualmente se estd utilizando el albendazol como agente quimioterapéutico fren-
te a strongiloidosis (Cook,1989; Ramalingam, 1983; Colaud, 1984), puesto que sus
efectos secundarios son mfnimos,adem4s con tratamientos de 400mg de 2 a 3 dfas,
en intervalos de una semana, se consigue el 100 % de curacién (Pungpak, 1987,
Vazquez, 1988; Chanthavanich, 1989). Otro de los benzimidazoles utilizados con
éxito frente a este nematodo, es el cambendazol (Grove, 1989).
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En al tabla siguiente se describe la dosificacién empleada para el tratamiento
de las principales helmintosis humanas:

Nematodos intestinales 400 mg diarios (1-2 dias)
Strongyloides stercolaris 400 mg diarios (3 dfas)

sindrome de hiperinfestacién 400 mg diarios (15 dfas)
Capillaria philippinensis 400 mg diarios (10 dfas)
Nematodos sistémicos 200 mg 2 veces al dfa (10-20 dfas)

Cestodos sistémicos

Echinococcus spp 400 mg diarios (28 dias )
Neurocisticercosis
(T.solium.) 15 mg/kg diarios (30 dfas).

Las infestaciones por larvas migratarias cutdneas y viscerales son tratadas con
albendazol (Wolf,1993; Caumes, 1993). En el caso de Toxocariosis, se recomienda
albendazol a una dosis minima de 10 mg/kg durante 5 dfas, observdndose una
disminucidn en el nimero de eosindfilos e fndices de curacién mayores que, tras el
tratamiento con tiabendazol (25 mg, en dos tomas diarias, durante 5 dfas) (Sturcher,
1989).

Respecto a infestaciones producidas por Taenia spp, los benzimidazoles son, en
la actualidad el tratamiento aconsejado, aunque su eficacia es cuestionada, debido
sobre todo, a la diffcil identificacién de la especie (Fran, 1986). Kaminsky, 1991,
recomienda albendazol por su buena tolerancia. Sin embargo Chung, 1991, describe
una pobre eficacia en el tratamiento de tenias humanas con albendazol (tras la
administracién de 800 mg durante 3 dias, 1200 mg durante 2 dfas 6 1200mg durante
3 dfas, obtiene un 50% de curacién; 14,3 % con 800 mg durante 2 dfas y 0 % con
400 mg y 800 mg, en dosis tinicas).

Otro de los campos, dentro de Ia terapia antihelmfntica, donde el albendazol estd
siendo utilizado como firmaco promesa es en las infestaciones sistémicas por
cestodos, sobre todo en el caso de hidatidosis y cisticercosis.
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Estas dos helmintosis presentan la caracterfstica comiin de causar lesiones
derivadas de una ocupacidn espacial. En la hidatidosis, el 6rgano mas afectado es
el higado, mientras que en la cisticercosis, es el sistema nerviosos central. Hace una
década, el dnico tratamiento para la hidatidosis recomendado era la cirugfa, presen-
tando un 10 % de mortalidad y una elevada recurrencia.

El primer benzimidazol utilizado en hidatidosis fue el mebendazol, con dosis
de 50 mg/kg diarios durante 3 meses, Esta dosificacidn era necesaria debido a la
baja absorcién oral de éste. Este problema se intentd eliminar administrando meben-
dazol junto a fosfatidilcolina (fosfolipido)(Lur “e, 1986) produciendo un aumento en
la biodisponibilidad, ABC y T,;,. Sin embargo, la eficacia del mebendazol adminis-
trado intramuscularmente no era modificada, aunque reducfa uno de los efectos
producidos por esta via de administracién, es decir, la acumulacién en tejidos. Otros
inconvenientes del tratamiento con mebendazol era los efectos secundarios produci-
dos, tan graves como agranulocitosis, reacciones anafildcticas y glomerulonefritis,
asf como su errdtica biodisponibilidad,

Todos estos problemas hicieron pensar en una terapia alternativa: el albendazol,
cuyo metabolito activo difunde libremente a través de la membrana quistica, alcan-
zando una concentracién efectiva en el fluido qufstico y en el interior del quiste en
general,

Aunque la eficacia del albendazol en hidatidosis no estd demasiado clara, debido
a la falta de estudios dirigidos hacia la determinacién del estado del pardsito una vez
concluida la terapia, Gil Grande y col.,1993, aconsejan como tratamiento inicial el
uso de albendazol, a la dosis de 10 mg/kg diaria, por un perfodo de tres meses,
como alternativa a la cirugfa en casos de hidatidosis hepdtica no complicada. A este
efecto Castellano y col.,1994, observan que la administracién de albendazol en el
perfodo prequirtirgico, previene la difusién intra-abdominal del pardsito.

“In vitro", ABZ , ABZSO y su combinacién han demostrado tener actividad
parasitostdtica frente a E. granulosus. Albendazol y su metabolito activo demostraron
actividad protoscolicida después de un perfodo de incubacién de 30 dfas, mientras
que con la terapia combinada este tiempo se redujoa 12 dfas. Adem4s no se produjo
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desarrollo de quistes tras la administracién a ratones (Pérez serrano.J, 1994), Xiao
y col., 1994, en un ensayo comparativo de la eficacia de ABZ, ABZSO y MBZ
frente a ratones infestados con E.gramulosus, describieron una baja capacidad
protoscolicida “in vitro" para MBZ y ABZ. Por el contrario "in vivo" MBZ si
mostré actividad, asf como una relacién entre el contenido de MBZ, qufstico y la
actividad protoscolicida mayor que en el caso del albendazol. La quimioterapia
experimental demuestra que ABZSO es metabolito mayoritario del ABZ y la dosis
eficaz es la mitad del compuesto nativo (Xiao y col,1994),

La farmacocinética del albendazol y su metabolito activo ha sido descrita tras
administrar 200 mg de albendazol a pacientes con E.multilocularis y E. granulosus,
algunos de estos paciente presentaban obstruccion hepdtica. En estos se observd un
incremento en las concentraciones plasmdticas, asf como se prolongaron las constan-
tes de absorcidn y eliminacién. Albendazol resulté mas activo que mebendazol
(Ellis, 1992); con eficacias del 50 % frente a} 11 %, (Sato, 1994 ), debido a que
el metabolito activo "ABZSO" alcanza una concentracién intraquistica 5 veces
superior a la plasmdtica (Cotting, 1989}, hecho atribuible a una mejor absorcién y
a un extenso efecto de metabolismo hepdtico a ABZSO, el cual hace imposible
detectar niveles séricos de ABZ. Se han realizado estudios sobre la influencia del
proceso de autoinducci6n enzimdtica por parte del albendazol en el primer paso de
activacién a albendazol sulféxido (Steiger, 1990), encontrando una disminucién en
los niveles plasmdticos de ABZSO, en la mitad del segundo ciclo (administracidn
de 200 mg por tres dfas, en ciclos de 4 semanas, con perfodos de descanso de 14
dias), también se observé un aumento en las transaminasas asf como hepatotoxicidad,
neutropenia y alopecia, recomendandose la monitorizacién de los pacientes,

Existen referencias bibliogréficas del tratamiento de las infestaciones por E.
granulosus y E.multilocularis con albendazol 800 mg/dia, en ciclos de 24 dias, con
perfodos de descanso de 14 dfas, presentando mejores resultados en caso de E. gra-
nulosus (Horton, 1989). Seville, 1989, recomienda, coincidiendo con Smith Kline
and French, la dosis diaria de 800 mg (12 mg/kg/dfa para individuos con un peso
menor de 60 Kg),dividido en dos tomas de 400 mg durante las comidas, en un total
de 28 dfas. Pudiendo repetir la terapia durante 3 ciclos, con perfodos de descanso
entre ciclo de 14 dias minimo.
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Actualmente se estd recurriendo a la terapia combinada o utilizacién de
formulaciones que han mejorado las caracteristicas del producto de partida, intentan-
do mejorar la farmacocinética de los firmacos en el organismo, acortar la duracién
de los tratamientos y aumentar el fndice de curaciones en el menor tiempo posible.
Asf Al-karawi, 1992; Yasawy, 1993, recomiendan prazicuantel mas albendazol;
Yuhiro Chiba, 1991, la utilizacién de una dispersién sélida de mebendazol / polieti-
len-glicol (PEG-600); New, 1994, liposomas de albendazol; Wen, 1994, administra
albendazol mas cimetidina en dosis de 20 mg/kg/dfa y 10 mg/kg/dfa respectivamente, -
durante 3 6 4 semanas, encontrando un aumento en las concentraciones ABZSO
biliares y en fluidos qufsticos, asf como una mejor tolerancia de los pacientes a la
terapia, Rodriguez y col.,1995 administran intravenosamente nanoparticulas conte-
niendo albendazol a ratones infestados con E.multilocularis, a 1a dosis de 6 mg/kg,
encontrando una actividad antiparasitaria equivalente a la administracién oral de
1500mg/kg de albendazol libre, sin toxicidad manifiesta para el hospedador. Este
resultado es similar al obtenido por Wen y col.,1993, al administrar liposomas de
albendazol a ratas infestadas con E. multilocularis, aunque la dosis administrada fue
superior. BEsta disminucién en la dosis resulta interesante si tenemos en cuenta que
la terapia con albendazol en humanos produce efectos secundarios en un 20% de los
pacientes (Wen y col.,1994).

Respecto a la hidatidosis cerebral existen datos esperanzadores (Todorov, 1988,
Liu, 1993; Moskopp, 1993; Qui,M.D, 1994), aunque los mejores resultados se
obtienen en infestaciones pulmonares (debido a la delgada membrana quistica). Sin
embargo, los quistes hepéticos y localizaciones dseas responden peor al tratamiento.

Es importante también, indicar el efecto beneficioso del tratamiento con albenda-
zol en el perfodo prequirirgico (10 mg diarios, durante un mes, produce la destruc-
cién de la mayorfa de protoescoles) (Horton, 1989) y en perfodo postquinirgico (10
mg/kg, en un perfodo variable de 2 a 5 meses, previene recurrencias) (Golematis,
1989).

Por tltimo, afiadir la recomendacién de utilizar albendazol en el tratamiento de
neurocisticercosis, sobre todo en aquellos casos en los que praziquantel resulta
ineficaz (Sotelo, 1990; Quintero-Rodriguez, 1988 ), Sanchez, 1993; Kapil, 1993;
Medina, 1993; Monteiro, 1993; Mukherjee, 1993: Del-Brutto, 1992, 1993, 1994;
Botero, 1993, Chotmongkol, 1993; Dharnadhark, 1993; Bauer, 1994, recomiendan
el uso de albendazol junto a fenitoina (anticonvulsivante); Ferreira, 1994; Suri 1994).
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Material utilizado

3.1.

3.2.

ANIMALES DE EXPERIMENTACION,

Los animales de experimentacién utilizados han sido ratones de la estirpe SWISS
CD-1 ( Charles River, Espaiia), indistintamente machos y hembras, dado el elevado
nimero de animales necesario para las experiencias, aunque se seleccionan siempre
animales de caracter{sticas uniformes para constituir los distintos lotes experimenta-
les, la edad aproximada es de 30-40 dfas y su peso medio es aproximadamente de
30-35 g.

Los animales se disponfan en jaulas de tamafio adecuado, y se mantenian en el
animalario a temperatura constante de 20-25°C, suministrandoles agua y comida ad
libirum durante todo el perfodo de experimentacion.

PARASITO.

Trichinella spiralis cepa GM-1.
Fue aislada de un gato montés (Felis syvestris), capturado en Asturias en 1963 y

mantenido desde entonces en el laboratorio mediante pases periddicos por rata y
ratén, La comprobacién de los caracteres especificos de la cepa GM-1 fue realizada
por BOEYV en 1978 en el Instituto Helmintolégico de Alma-Ata(URSS) mediante
pruebas de entrecruzamiento con el aislamiento est4ndar de T.spiralis, Posterior-
mente ha sido caracterizada isoenzim4ticamente por Pozio en 1 1992 como T.spiralis,
aislamiento MEEL/ES/S2 GM-1 18548, encontrdndose actualmente en el centro de
Referencia de Trichinella (Instituto Superior de Sanidad de Roma), Italia.
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FARMACOS ENSAYADOS.

3.3.1,

3.3.2

Farmacos de referencia,

- Albendazo! (GEN-ABZ), suministrado por Chemo Ibérica s.a.

- Albendazol (GEN'-ABZ), suministrado por Chemo Ibérica s.a. -

- Albendazol (SKF-ABZ), suministrado por Smithkline Beecham Pharm
ceutical.

- Ricobendazol (RBZ), suministrado por Robert Young and Co.

- Ricobendazol (RBZ’), suministrado por Chemo Ibérica s.a.

Nuevas formulaciones,

Dispersi lidas:

Usando como vehfculo una polivinilpirrolidona (Kollindén 12 pf), Basf,
han realizado dispersiones sélidas de los fArmacos anteriores, obteniéndo!
- Dispersion sélida de albendazol genérico (DsGEN-ABZ)

- Dispersi6n sélida albendazol patrdn (DsSKF-ABZ)

- Dispersidn sélida ricobendazol (Ds-RBZ)

Todas ellas realizadas y caracterizadas en el Departamento de Farma

Galénica y Tecnologfa Farmacéutica, por Dfi® Susana Torrado Durd
Facultad de Farmacia. U.C.M.

Sluciones liguid

Se han realizado soluciones liquidas de los firmacos de referenc

utilizando como vehiculo Transcutol*(etoxidiglicol(nombre CTFA
suministrado por Gattefosse a Ph 1,2 obteniendo asf:

- Solucién lquida de albendazol genérico (SIGEN-ARZ).
- Solucidn Hquida de albendazol patrén (SISKF-ABZ),
- Solucién lquida de ricobendazol {SI-RBZ).
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3.3.3 Inhibidores metabdlicos.

- Metimazol®* (2-mercapto-1-metilimidazol) "MTZ" suministrado por
SIGMA s.a.

- Metirapona® (2-metil-1,2-di-3-piridil-1-propanona) "MTP" suministrado
por SIGMA s.a.

3.3.4 Otros.
-Neguvén® (esterdimetflicodel dcido(2,2,2-tricloro-1-hidroxietil)-fosférico,
suministrado por Bayer s.a.
- Sulfato de atropina, de la casa comercial Bayer s.a.
- Sulfona del albendazol patrén (ABZSO2) suministrado por SmithKline
Beecham Pharmaceuticals.
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4.1'

METODOS ANALITICOS DEL ALBENDAZOL.

Las condiciones de estudio se han mostrado totalmente en la tesis doctoral "Estudio
farmacéutico de nuevas formulaciones galénicas de albendazol", realizada por Di®
Susana Torrado Durdn,

Se han seleccionado algunas de las técnicas, a modo de resumen, que puedan
aclarar o aportar alguna ayuda al desarrolio e interpretacién de esta tesis.

4,1.1 HPLC,
4.1.1.1 Anilisis de materia prima,

Para determinar la riqueza del albendazol suministrado por Chemo Ibérica
5.2, se tomd como patrén, el suministrado por Smithkline Beecham Pharma-

ceuticals.

El valor medio de riqueza obtenido fue de 92,5 % y la desviacién estdndar
de 7,2 % (n=3).

En la figura 6 se representa el cromatograma de albendazol genérico (b) ¥

albendazol patrén (a).

Se comprobd que aunque ambos coincidfan en el tiempo de retencién del
pico mayoritario, el genérico presenta restos de un posible producto de

degradacién o impureza.
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Figura 6. Cromatogramas del albendazol
ABZ" (b)
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4.1.2.

4.1.1.2 Métodoe de determinacién de albendazol y ricobendazol en
muestras bioldgicas.

Condiciones cromatogréficas
- Columna C18 Lichrosorb RP18,10um 200X4,6mm.
- Fase mévil: Flujo: Iml/min
Composicién : Metanol: Agua(60:40/v/v)
- Volumen de inyeccién: 20 ul
- Detector 291 nm
- Sensibilidad 0,025
- Integrador: Atenuacién .4
velocidad de papel 0,25 cm/min
Tiempo de andlisis 7 min

Las figura 7 muestran el cromatrograma tfpico de ricobendazol y albendazol
con tiempos de retencién 4,46 y 13,68 respectivamente,

Difraccién de rayos X.

Se recurre a esta técnica para comprobar la estructura cristalina de las dos
muestras de albendazol de la cuales se dispone.

Para este estudio se utilizé un difractémetro SIEMENS con un intervalo de
20 desde 5 a 7° y con una intensidad de 1000.

El espectro de difraccién de RX del SKF-ABZ y GEN-ABZ se muestran en
la figura 8. Las diferencias mas importantes se muestran sefialadas con

flechas.

Se concluye que existe un peor grado de cristalizacién en el albendazol
suministrado por Chemo Ibérica s.a.
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13,68

4,46

Figura 7. Cromatograma tipico del ricobendazol (tr 4,46) y del albendazol (tr
13,68).
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¢

Figura 8, Espectro de difraccién de RX del albendazol patrdn "SKF-ABZ" () ¥
genérico "GEN-ABZ" (b)
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4.1.3, Calorimetria diferencial de barrido.

El barrido calorimétrico diferencial se realiza mediante un equipo MET-
LLER 6000. '

Se estudian los termogramas de las dos muestras de albendazol; - SKF-ABZ
presenta un doble pico de fusién (198 y 208°C), mientras que GEN-ABZ
presenta un pico simple (195 °C).

Los resultados se muestran en la figura 9,

La presencia de picos endotérmicos (hombro en el pico endotérmico del
albendazol corresponde a la T* Fusién) puede justificarse por la existencia
de anisdtropos, polimorfos, isémeros dpticos, productos de degradacién, o
a un intermedio de su sintesis.



Téenicas utilizadas

EXOTERMA

| T T 1 T
e 100 150 200 120

TELIPERATURA (*C)

Figura 9. Termograma del albendazol patrén (a) y albendazol genérico (b).

97



Técnicas utilizadas

4.2!

98

METODOS DE OBTENCION DE LAS DISTINTAS FORMULACIONES DE
ALBENDAZOL.

4.2.1. Soluciones liquidas.

Para la preparacién de soluciones lfquidas y con el fin de conseguir elevadas
concentraciones de albendazol en la solucién, se utiliza el bafio de
ultrasonidos para la disolucién dei albendazol en el vehiculo.

Se estudia el efecto del Ph y también la combinacién con distintos disolven-
tes (aceite de ricino polioxietilenado, transcutol®) y tensoactivos (tween 20
y lauril sulfato sddico), en la solubilidad del albendazol a fin de establecer
las condiciones Gptimas para la formulacién,

Las condiciones dptimas para la formulacién de las soluciones liquidas
resultan ser las siguientes:

- SIGEN-ABZ: Albendazol genérico en solucién H, (Transcutol® en solucidn
tampdn Ph 1,2 al 40%) al 0,5 %.
- SISKF-ABZ: Albendazol patrdn en solucién H (Transcutol® en solucién
tampodn Ph 1,2 al 40% ) al 0,5%.

Basdndonos en los resultados obtenidos con albendazol se formulan estas
mismas soluciones liquidas con e! ricobendazol:_S|-RBZ: ricobendazol en
solucién H,( Transcutol® en solucién tampén Ph 1,2 al 40 %) al 0,5%.
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4.2.2.

Dispersiones sdlidas.
El método de obtencién de las dispersiones sélidas fue el de ios cosolventes.

Se estudia el efecto del peso molecular de la polivinilpirrolidoﬁa utilizada
(3000, 17000 y 25000) y de las distintas proporciones albendazol/vehiculo
(1/10, 1720, y 1/40 ).

La formulacién de solubilidad mas exaltada result6 ser albendazol /kollin-
don'? 1:40, hecho por el cual se selecciond, en principio, para pruebas
farmacoldgicas, sin embargo, el hecho de necesitar elevadas concentraciones
de albendazol, hacfa necesario el uso de grandes cantidades de producto
disuelto en pequefios volimenes de vehiculo, para hacer posible la adminis-
tracién a ratones, sin problemas de expulsién del medicamento por vémitos.

Para los ensayos biolégicos se seleccionan dos formulaciones y, al igual que |
ocurre con las soluciones lfquidas, se formula una dispersién de ricobenda-
70l de solubilidad exaltada, en las mismas condiciones que para el
albendazol, as{ obtenemos:

- DsGEN-ABZ: Albendazol genérico/ kollindon® 12, 1:20.

- DsSKF-ABZ: Albendazol patrén/ kollindén® 12, 1:20.
- Ds-RBZ: Ricobendazol /kollindén® 12, 1:20,
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METODO DE ESTUDIO BIOFARMACEUTICO Y FARMACOCINETICO.

4.3.1. Método de estudio biofarmacéutico y farmacocinético de la formula-

ciones seleccionadas.

43.1.1. Animales de experimentacidn.

Ratones Swiss CD-1 de 30-35 g. de peso, dispuestos en distintos
lotes. El nimero de animales de cada lote varia en funcién del
nimero de puntos a determinar para cada firmaco en las distintas
experiencias, Al igual que en los ensayos farmacoldgicos, se utilizan
ratones de caracteristicas homogéneas, utilizando en este caso un
tnico sexo en todo el lote de animales, a fin de evitar la posible
variabilidad metabdlica entre sexos.

Para cada punto de tiempo determinado, se utilizaron tres ratones
sacrificados a ese tiempo dado.

4.3.1.2, Fdrmacos y dosis utilizadas—

Las formulaciones con las cuales se realizé el estudio farmacoci-
nético fueron las siguientes:

- Albendazol patrén,

- Albendazol genérico,

- Solucidn liquida de Albendazol patrén,

- Solucién liquida de Albendazol genérico,

- Dispersidn sélida de albendazol genérico.

- Dispersidn sélida de Albendazol patrén.

- Ricobendazol,

Todos los firmacos se administraron por vfa oral mediante sonda
bucogdstrica,
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Los productos puros se suspendfan previamente en solucién de
carboximetilcelulosa sédica 1% y las dispersiones sélidas en agua

destilada, mientras que las soluciones liquidas se administraban como
tal,

4.3.1.3. Obtencion de muestras sanguineas,

Para la obtencién de plasma, los ratones se anestesiaron con uretano
15%, una vez alcanzado el plano de anestesia quirdrgica (pérdida del
reflejo deulo-parpebral), la sangre se obtenfa directamente por
apertura de la caja tordcica, con la precaucién de dejarla fluir
libremente, evitando de este modo que ésta pueda quedar diluida con
el contenido de fluidos de los distintos érganos. Se recogfa mediante
pipetas pasteur limpias y heparinizadas, depositdndola individualmen-
te en viales de pldstico.

Tras la extraccion, la sangre se centrifugaba durante 7min. a 6000
rpm, separando el plasma del resto de los componentes sanguineos
y se congelaba en viales de pldstico a - 20 °C hasta el momento del
andlisis por la técnica de HPLC.

4,314, Determinacién dela concentracién plasmética de ABZSO por
_HPLC. o

Para el andlisis de las concentraciones plasmdticas de albendazol y
sus metabolitos por la técnica de HPLC, se toma un volumen de 400
pl de plasma que se mezcla con 2 ml de metanol, posteriormente se
centrifuga a 2000 rpm durante 5 min. El sobrenadante se filtra por
un filtro Millipore HVLP de 45 pm y se determina por HPLC el
albendazol y su principal producto metabélico, albendazol sulféxido

(ricabendazol).

La ausencia de albendazol en plasma, tras la administracién oral de
ambas muestras de albendazol, es debida a un efecto de primer paso
hepdtico previo ala absorcidn, que junto al alto grado de metaboliza-

101



Técnicas utilizad:

102

cién que sufren estas moléculas en el higado, justificarfa la rdpid
aparicién del sulféxido (ABZSO) en plasma. Este hecho ya ha sid
comentado en numerosos trabajos anteriores y como consecuenciz
el perfil farmacocinético se estudia en funcidn del albendaz
sulféxido ( Galtier, 1991a y 1991b.)

La répida sulfoxidacién de la molécula de albendazol es facilitad
por el menor impedimento estérico que ofrece la cadena alifdtic
adyacente, comparada con otros bencimidazoles en los cuales ¢
radical es un anillo aromético, como en el caso del febendazc
(Hennessy D.R y col., 1989),

En la tabla 4, se recogen los resultados medios y desviacién estdnda
de los siguientes pardmetros farmacocinéticos { Tmax, Cmax, AB(
osn) determinados para ambos albendazoles y sus formulacione
correspondientes (S.Torrado, 1994; Tesis doctoral).

Tabla 4,

FORMULACIONES T max (h) Cmax(pg/ml) | ABC (ugh/mi)
GEN-ABZ 0,67(0,2) 12,8(0,8) | 45,12(8,8)
SKF-ABZ 1,83(0,3) 26,8(3,2) 84,19(18,16)

DsGEN-ABZ 0,25 (0,0 29,57 2,7 91,33 (11,5) J
SIGEN-ABZ 0,25 (0,0) 50,83 (3,2) 93,15 27,7)
DsSKF-ABZ 0,67 (0,2) 30,53 (2,0) 107,08 (13,9)
SISKF-ABZ 0,33 (0,2) 45,27 (8,1) 82,21 (14,1)

Las caracteristicas farmacocinéticas del albendazol varfan entre especies. En
nuestras experiencias, Tmax se alcanza a tiempos relativamente cortos, esta
diferencia puede ser debida a la variacién interespecifica o al efecto del
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vaciamiento gdstrico, ya que la administracién del firmaco se realizé de
forma independiente a las comidas.

La constante de eliminacién y semivida de eliminacién no fue posible
determinarias ya que las concentraciones plasmdticas a t > 6 horas se
mantuvieron estables, posiblemente por un efecto del ciclo enterohepdtico,
unién a protefnas plasméticas o a un fenémeno de redistribucién.‘en tejidos,
efecto descrito por D.R Hennessy y col en 1989, al encontrar una concen-
tracién de ABZSO biliar 4 veces superior a la plasm4tica cuando administra-
ba albendazol a ovejas. También describié un alto porcentaje de unién a
protefnas plasmdticas para los metabolitos del albendazol, la cual aumentaba
con el tiempo, aunque esta unién la consideraba débil en comparacién con
ticlabendazol (Hennessy 1987), ya que los metabolitos del albendazol,
podfan ser extrafdo completamente del plasma sin un tratamiento previo con
disolventes orgdnicos.

En las figuras 10 y 11 (concentraciones plasmdticas/tiempo) se representa
el perfil farmacocinético de ambas muestras de albendazol y sus respectivas
formulaciones.

Para realizar el estudio comparativo de los pardmetros estudiados , se
realizé un andlisis de la varianza, encontrdndose:

1, En los productos puros, un valor de Tmax, Cmax (p<0,001) y
ABC,, (p<0,05) significativamente mayor para el albendazol patrén,

2. Entre el albendazol patrén y sus formulaciones, no se apreciaron
diferencias significativas (p>0,05) en el ABC, aunque sf en el valor de
tmax (p<0,001), que suele ser menor en Jas soluciones liquidas y en las
dispersiones sélidas. El valor de Cmax es significativamente mayor
(p<0,001) para la solucién lfquida que para el albendazol patrén y
dispersién s6lida de éste.

3. Entre el albendazol genérico y sus formulaciones, si aparecen
diferencias significativas en los valores de ABC; asf, el albendazol genérico
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presenta valores menores de niveles plasmdticos que sus formulaciones
correspondientes. En la solucién liquida se produce un desplazamiento del
Tmax (aparece antes) p<0,05 y un mayor valor de Cmax (p<0,001 ), que
¢l albendazol de referencia y formulado como dispersién sélida.

4, No se encontraron diferencias significativas en ninguno de los
pardmetros estudiados entre las formulaciones Hquidas p> 0,05.

En cualquier caso se observa cierta homogeneidad en el comportamiento de
cada grupo de formulaciones:

Valores de T,,, mas tempranos en las soluciones lfquidas con altos valores
de Cuxs Thax tardfos y C,,, bajos cuando se administra el producto sélido
de partida como tal, y valores intermedios en las dispersiones.

En cuanto a los valores de biodisponibilidad, expresados como ABC, a
excepcion del albendazol genérico, las demds formulaciones no difieren unas
de otras de manera tan acusada como lo hacen Conx Y Toaxe



FIGURA 10. FARMACOCINETICA DE GEN-ARZ
EN FORMA DE DISPER SION SOLIDA,
Y SOLUCION LIQUIDA. Dosis 50 m/kg
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FIGURA 11. FARMACOCINETICA DE SKF-ABZ
EN FORMA DE DISPERSION SOLIDA,
Y SOLUCION LIQUIDA. Dosis 50 mgkg
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4.3.2. Método de estudio biofarmacéutico y farmacocinético del Albendazol
administrado junto a inhibidores microsomales hepdticos.

4.3.2.1, Aﬁimales de exp' erimentacion,

Se utilizan ratones Swiss CD-1, siguiendo las mismas pautas de
- distribucidn que en el punto 4. 3.1.1,

4.3.2.2, Fédrmacos y dosis administradas.

Para ¢l estudio del efecto modulador de los inhibidores enzimdticos,
sobre los pardmetros farmacocinéticos del albendazol, se utilizé el
Albendazol Genérico ( lote 2) "GEN'-ABZ" junto con los siguientes
inhibidores de su metabolismo:

- Metimazol (MTZ): Inhibidor del sistema monooxigenasa citocro-
mo-p 450 dep.
- Metirapona (MTP): Inhibidor selectivo citocromo-p450

Aligual que ocurrfa en ef apartado 4.3.1; previo a la preparacién de
las concentraciones a ensayar, se determinaba el peso medio de cada
lote de ratones utilizado, para asf asegurar que todos los ratones
pertenecientes a un mismo lote, recibfan exactamente la misma dosis.

La suspensién de albendazol en carboximetilcelulosa sédica al 1% se
realizaba con ayuda de un homogenizador VIRTISHEAR, pre-
parando primero la suspensién de mayor concentracién y, a partir de
‘ella, las de menor concentracién. La administracidn se realizé
mediante sonda bucogdstrica, manteniendo la suspensién en agitacién
continua en un agitador magnético.

El metimazol se disolvfa en solucidn salina fisioldgica y se adminis-
traba en un volumen de 50 ul intramuscularmente, utilizando para
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ello una microjeringa HAMILTON, inmediatamente después de la
administracién del benzimidazol.

La metirapona se disolvfa en agua destilada y se administraba por via
subcutdnea mediante microjeringa HAMILTON, en un volumen de

50 pl, inmediatamente después de la administracién del benzimida-
zol.

4,3,2.3. R i muestr f isi r HPL

Se siguieron las mismas pautas que en los apartados 4.3.1.3. y
4.3.1.4,

A partir de los datos experimentales se calculan los siguientes
pardmetros biofarmacéuticos y farmacocinéticos:

Tmax (experimental) y Cmax (experimental),se calculaba mediante
media de los datos experimentales obtenidos para cada metabolito.

El 4rea bajo 1a curva (ABC) de Ias concentraciones plasméticas entre
los distintos tiempos (=0 y t=6, en el caso de las formulaciones y
=0y t=60 h, para los inhibidores metabolicos), se calculd segin
el método de los trapecios (modelo independiente, ROWLAND,
1989).
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TECNICAS PARASITOLOGICAS,

4.4.1.

4.4.2.

Dosis infestante,

En todos los casos, los ratones eran infestados con 300 + 50 larvas de
T.spiralis.

Infestacidn con larvas obtenidas previa digestién de las canales.

Se siguid la técnica de Martinez Ferndndez (1978), con ligeras modifica-
ciones. Se partié de ratones infestados para el mantenimiento de las cepas
de Trichinella en el laboratorio, que eran sacrificados por dislocacién
cervical. Una vez pelados y eviscerados, se trituraba la canal con una
picadora MOULINEX y se afiadfa el liquido digestivo cuyos componentes
eran: 0,5% de pepsina (Merck 2.000 FIP-U/g), 0,7% de 4cido clorh{drico
concentrado (Panreac) y 0,9% cloruro sédico (Panreac), en agua destilada,
afiadiendo 100 cc del liquido preparado, por cada 10 g de carne.

El homogeneizado asf obtenido se disponfa en frascos de pl4stico con tapoén
de rosca y se ilevaba a un agitador de incubacién NEW BRUSWICK a 37°C
y 200 rpm durante 1,30 horas.

Concluida 1a digestién, el contenido del frasco se pasaba por mallas tipo "
gasa sanitaria " de 24 hilos /cm ? y el liquido filtrado se recogfa en copas
de sedimentaci6n, enrasando con solucién salina 0,9 %. Se dejaba en reposo
el tiempo necesario para la sedimentacién de las larvas (aproximadamente
20 min). y se sifonaba el lfquido sobrenadante. El sedimento se pasaba a un
Baermann con solucién fisioldgica,

A continuacidn se procedfa al recuento de las larvas obtenidas, utilizando
una cdmara McMaster y un microscopio OLYMPUS BH -2 a 4x.
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4.4.3.

El llenado de la cdmara se realizaba con una pipeta Pasteur provista de
bulbo de goma, disponiendo el vaso con las larvas sobre un agitador
magnético, para que la toma de muestra fuera lo mas homogénea posible,

Se hacian dos recuentos y se calculaba la media aritmética, a continuacién
se multiplicaba por un factor 6,66, obteniéndose el nimero de Jarvas por
ml, que referido al volumen inicial nos daba el ndmero total de larvas
aisladas; teniendo en cuenta el nimero de larvas a inocular 300 + 50 y el
volumen del inéculo por ratén (0,4 ml) se aplicaban los cdlculos mateméti-
cos necesarios. Cuando, para obtener el volumen final adecuado habfa
necesidad de concentrar o diluir la suspensién inicial, se volyfa a realizar el
recuento seguin las pautas indicadas.

Seguidamente se llevaba a cabo la inoculacidn de los lotes experimentales
mediante sonda bucogdstrica, manteniendo siempre la suspensién de larvas
en continua agitacion.

Aplicacién de fos fdrmacos,

Previamente a la preparacidn de las concentraciones a ensayar, se disponfan
los ratones en los lotes correspondientes, hallando el peso medio/ratén,
mediante una balanza METTLER PC 2,200. Las dosis eran calculadas en
funcién del volumen méximo que un ratén puede recibir, sin que aparezcan
problemas de expulsién por vémitos. La administracién se realizaba
mediante sonda bucogdstrica,

En el caso de administrar distintas dosis de un mismo firmaco, se preparaba
la dosis de mayor concentracion y a partir de ella se realizaban las
diluciones correspondientes para obtener las dosis mas bajas.

Exceptuando las soluciones lfquidas que se administraban como tal, previo
cdlculo del volumen a inocular (ajuste de la concentracién de partida a la

concentracién correspondiente a la dosis requerida.), el resto de los
fdrmacos se suspendfan en distintos vehiculos:
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- Los productos sélidos que incluyen: SKE-ABZ, GEN-ABZ, GEN -ABZ,
RBZ’ y RBZ, se suspendfan en una solucién de carboximetilcelulosa sédica
al 1 %: la suspensién se realizaba mediante un homogenizador, manteniendo
la suspensién en continua agitacién durante la aplicacién.

- Las dispersiones sélidas: DsSKF-ABZ, DsGEN-ABZ y Ds-RBZ, s¢
solubilizaban en agua destilada. En caso de obtener soluciones muy densas,
por tener necesidad de alcanzar elevada concentracién, la solucién se
mantenfa en agitacién durante su administracion.

El antihelmfntico utilizado para la supresién de la poblacién intestinal, en las
experiencias sobre la fase emigrante de T.spiralis, fue Neguvén® a la dosis
de 70 mg/ kg administrado en el dfa 9 post-infestacién, conjuntamente con
sulfato de atropina (1 mg/ ml) a la dosis de 0,05 mg/ kg, para paliar los
efectos secundarios del organofosforado; el tratamiento supresor se realizaba
por vfa oral mediante sonda bucogdstrica, recibiendo cada ratén 0,2 ml de
Neguvén® en agua destilada. El sulfato de atropina (50 ul) se administraba
inmediatamente después, por vfa intramuscular,

Todos los inhibidores del metabolismo microsomal hepdtico se administraban
inmediatamente después del tratamiento antihelmitico,en un volumen
variable segyn la via de administracién asi:

- Metimazo!®: Se disolvfa en solucién salina 0,9 % y se administraba con
ayuda de una microjeringa en un volumen de 50 ul, intramuscularmente.
- Metirapona®: Se utilizaba como vehfculo agua destilada y se administraba
en un volumen de 50 ul, por via subcutdnea.

4.4.4, Digestién de la canal y recuento de larvas.

Se siguid la técnica indicada en el apartado 4.4.2; los ratones una vez
sacrificados se pelaban y evisceraban; cada canal se trituraba y homoge-
neizaba con la cantidad proporcional al peso de lfquido digestivo. A
continuacién se pasaba a un frasco de pldstico que se mantenfa en incuba-
cién, en un agitador NEW BRUNSWICK durante el perfodo de tiempo
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4.4.5.

oportuno para producir una digestidn total de la canal (aproximadamente 3
horas).

El material digerido se pasaba por una malla y el liquido filtrado, correspon-
diente a cada canal, se llevaba a vasos de precipitados de 200 ml; procedién-
dose al recuento en cdmara McMaster, de larvas vivas y muertas.

Recuperacién de adultos y recuento.

Se siguid la técnica de DENHAM y MARTINEZ (1970), Se sacrificaban los
animales por dislocacién cervical; tomando el intestino delgado que se
separaba por traccidn a partir del duodeno. Se abrfz longitudinalmente cada
intestino con ayuda de unas tijeras y se troceaba en porciones de 2 a 3 cm,
que se recogfan en gasas hidréfilas de 24 hilos/cm? y se introducfan en
botes de heces de pléstico de 100 ml de capacidad, con tapén de rosca, que
contenfan solucién salina fisiolégica. Se incubaban a 37 °C durante 2 horas,
para producir la autolisis de la mucosa y liberacidn de los vermes.
Transcurrido el perfodo de incubacién, se retiraban las mallas que contenian
los intestinos y se recuperaba el contenido del bote en el cual se hallaban los
adultos sedimentados.

Mediante trompa de vacfo, se sifonaba la cantidad de solucién salina que
sobraba para hacer posible el recuento en placa de petri reticulada. Para
hacer mas visibles los vermes se afiadan unas gotas de tintura de yodo,
tiiéndolos para facilitar el recuento.

Se realizaban tantos recuentos come fuera necesario hasta obtener unos

resultados mas o menos homogéneos, en €l estereomicroscopio OLYMPUS
al menor aumento, determindndose la media aritmética de los recuentos.
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4.5. ANALISIS ESTADISTICO.

4.5.1. Estadistica de las pruebas biofarmacéuticas y farmacocinéticas.

Se comparan los parémetros farmacocinéticos Tmax, Cmax, ABCigiaen
ABC, o5, mediante andlisis de la varianza de una vfa, aplicando el
programa de estadfstica MICROSTAT.

4.5.2. Estudio estadistico de las pruebas farmacoldgicas.
Sobre las muestras extrafdas a partir de las poblaciones consideradas, se han
estimado los siguientes pardémetros: media aritmética, error estandar, t-

student (como método comparativo de dos muestras) calculadas mediante el
programa de estadfstica anterior,

Una vez determinada la t-student, se establece su significacién estadfstica,
considerando no significativos aquellos valores con p>0,05.
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Experiencias realizadas,

5.1,

ALBENDAZOL COMO MATERIA PRIMA,

5.1.1. Introduccién.

Dentro del mercado farmacéutico podemos encontrar formacos." genuinos
" (suministrados por la casa comercial que ostenta la patente) y formacos
denominados "genéricos” pertenecientes a otras casas comerciales. La
caracterfstica fundamental que siempre han de reunir Jos segundos, es la de
ser bioequivalentes a los primeros, para lo cual cada casa comercial ha de
realizar su propio control de calidad.

El hecho de que el albendazol se esté utilizando cada vez con mayor
frecuencia y éxito en la terapia antiparasitaria, ha sido el motivo por el cual
decidimos estudiar Ia actividad antiparasitaria de dicho fdrmaco,.introducien-
do una serie de mejoras desde el punto de vista farmacotécnico. Sorprenden-
temente los resultados obtenidos fueron muy inferiores, en cuanto a eficacia
se refiere, a los esperados y a los encontrados en la bibliografia. Tras
repetir las experiencias, en las que nuevamente se obtuvieron estos
resultados poco esperanzadores, se decidié probar nuevamente, pero en esta
ocasién utilizando un albendazol cedido por la firma que ostenta la patente.
Los resultados obtenidos con este nuevo albendazol fueron espectacularmen-
te distintos y superiores a los obtenidos con el albendazol inicial, Esta
diferencia de eficacia antihelmintica , obtenida con un mismo producto
comercializado por dos laboratorios diferentes, y la extraordinaria importan-
cia sanitaria que puede derivarse de dicha diferencia, nos indujo a realizar
un estudio completo de caracterizacién de ambos albendazoles, tanto de su
actividad antiparasitaria como de sus caracteristicas fisicoquimicas,
biofarmacéuticas y farmacocinéticas.

Se disponfa de dos lotes de albendazol: SKF-ABZ, suministrados por
Smithkline Beechan Pharmaceutical (albendazol genuino )}, GEN-ABZ,
suministrado por Chemo Ibérica (albendazol genérico). Ambos lotes fueron
aplicados sobre las tres fases del ciclo bioldgico de T.spiralis,
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1, Fase intestinal o fase en la cual el pardsito se encontrarfa en esi
de " preadultos” correspondiente al momento en el cual el pardsite
establece en la mucosa intestinal.

2. Fase de asentamiento muscular o perfodo de toma de contacto de¢
larvas con el misculo después de su migracién.

3. Fase de infestacién muscular, en la cual el pardsito alcanz:
situacién de "espera" en el tejido muscular del hospedador.

Tras realizar el estudio farmacoldgico, farmacotécnico y biofarmacéu
comparado de ambas muestras de albendazol, se atribuyeron las diferen:
encontradas, a un error en el proceso de sintesis del albendazol genér
que podrfa haber sido subsanado en lotes siguientes(S.Torrado 1994), F
comprobar este hecho, se opté por determinar de nuevo la activi

antiparasitaria de un segundo lote de albendazol genérico en nuestro mox
experimental,
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5.1.2.

5.1.3.

Experiencias sobre la fase o estado de preadultos.

Los ratones fueron infestados con 300 £+ 50 larvas de Fspirgis GM-1,
seglin las técnicas ya descritas. A
partir de ese momento los ratones fueron seba.rados, en lotes de 8 a 10
animales, para constituir los distintos grupos experimentales. El tratamiento
antihelmfntico se administraba a las 24 horas post-infestacién(p.i.) mediante
sonda bucogdstrica, seguin las siguientes pautas; SKF-ABZ ; S mg/kg,
10 mg/kg., GEN-ABZ ; 5 mg/kg, 10 mg/kg y 5 mg/kg en dosis fraccmna-»
das, administradas a las 20, 24 y 28 horas p.i.

En todos los casos se evalud la eficacia del tratamiento en el dfa 6° post-
tratamiento(p.t.), precediéndose al sacrificio de los animales, aislamiento y
recuento de la poblacién adulta, al objeto de realizar los cdlculos matem4ti-
COS Oportunos.

Experiencias sobre Ia fase de asentamiento muscular o estado de larvas
emigrantes.

Una vez realizada la infestacién de los animales constituyentes de los
distintos lotes experimentales. El tratamiento antihelrnintico se realizd en dos
fases:

1. Con el objeto de eliminar por completo la poblacidn de adultos remanente
en el intestino, asegurando asf que el tratamiento antihelmintico iba a afectar
solamente a los embriones "circulantes", los animales fueron tratados con
neguvén®(70 mg/kg) junto con sulfato de atropina(0,05 mg/kg), con el fin
de atenuar los efectos secundarios desencadenados por el organofosforado.
El tratamiento supresor se realizé el dfa 9° p.i,, y su eficacia se controlaba
mediante un lote testigo paralelo, dos dfas después.

2, El tratamiento antihelmfntico se efectuaba durante los difas 13, 14 y 15

p.i., administrdndose las dosis de 50 mg/kg y 100 mg/kg, para los
f4irmacos(SKF-ABZ y GEN-ABZ, GEN'-ABZ).
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514

5!1.5.

La determinacién de la eficacia se realizaba el dfa 30 p.i., procediéndose al
sacrificio de los animales por dislocacién cervical,digestion de la canal y
recuento de larvas vivas y muertas de los lotes testigo y tratados,segiin las
técnicas descritas en el punto 4.4.4, con el objeto de calcular los porcentajes
de reduccién de cada lote problema con respecto al testigo correspondiente,
y el porcentaje de larvas muertas, con respecto al total de las ais}adas en
cada lote.

Experiencias sobre la fase muscular,

En esta experiencia se ensayaron las mismas dosis orales de cada lote de
albendazol indicadas en el punto anterior, El tratamiento antihelmintico se
realizé durante los dfas 34, 35 y 36 p.i.

Los animales eran sacrificados el dfa 46 p.i, realizdndose la digestién,
aislamiento y recuento de larvas vivas y muertas, para la posterior
determinacién de la eficacia del tratamiento antihelmintico, asf como el
estudio comparativo entre ambos formacos, siguiendo las técnicas generales.,

Estudio biofarmacéutico y farmacocinético.

Para el estudio farmacocinético, se emplearon ratones Swiss CD-l,
dispuestos en distintos lotes experimentales, teniendo en cuenta que para
cada punto de determinacidn se utilizd la media obtenida de tres ratones.

Se prepard una suspensidn de los farmacos a ensayar en carboximetilcelulosa
sédicaal 1%, a una concentracién equivalente a una dosis de 50 mg/kg para
ambos (SKF-ABZ y GEN-ABZ). La administracidn se realizé mediante
sonda bucogdstrica.

Los tiempos de andlisis fueron los siguientes: 0,25; 0,50; 0,75; 1,5; 2; 3;
4,5; y 6 horas.

Tras la extraccidn, la sangre se centrffuga durante 7 minutos a 6000 r.p.m,
separando el plasma del resto de los componentes sangufneos y guarddndose
a - 20 °C hasta el momento del andlisis por la técnica de HPLC,
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5.2,

RICOBENDAZOI, (ALBENDAZOL SULFOXIDO).

5.2.1 Bioequivalencia.

La diferencia de eficacia antihelmfntica obtenida con un mismo producto
(albendazol) comercializado por dos laboratorios diferentes y la extraordi-
naria importancia sanitaria que puede derivarse de esta diferencia, nos
indujo a realizar un estudio previo de la actividad antihelmintica del
ricobendazol, dado que también disponfamos de dos lotes de distinta
procedencia: ‘

- RBZ, ricobendazol procedente de Robert Young and Co.
- RBZ’, ricobendazol suministrado por Chemo Ibérica s.a.

Ambos lotes fueron aplicados sobre la fase, quizds, mas resistente al
tratamiento antihelmintico (fase de adultos) y se compararon resultados.

Experiencias sobre Ia fase o estado de adultos,

Los ratones fueron infestados con 300 £ 50 larvas de T. spiralis, GM-1
seglin las técnicas ya descritas.

A partir de ese momento los ratones fueron separados en lotes de 8 a 10
animales, para constituir los distintos grupos experimentales.

El tratamiento antihelmfntico se realizaba en el dfa 6° p.i mediante sonda
bucog4strica, segtin la siguiente pauta y régimen de dosificacion:

- Ambos lotes de ricobendazol (RBZ Y RBZ") se administraron en dosis de
40, 20 y 10 mg/kg fraccionadas en dos tomas, con un iqtervalo de 6 horas

entre cada toma.

En todos los casos se evalud la eficacia de} tratamiento antihelmfntico en €l
dia 8° p.t , procediéndose al sacrificio de los animales, aislamiento y
recuento de la poblacién adulta remanente, al objeto de realizar los cdlculos

matemdticos oportunos.
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5.2.2 Actividad antiparasitaria.

De la experiencia anterior pudimos concluir que no existe diferencia
significativa en cuanto a actividad antihelm{ntica entre ambas muestras, por
lo que podrfamos utilizar indistintamente un lote u otro, decidiéndonos por
el ricobendazol suministrado por Robert Young and Co.(RBZ).

5.2.2.1 Experiencias sobre el estado de preadultos.

Los ratones fueron infestados con 300 1+ 50 larvas de T.spiralis GM-1,
segun las técnicas ya descritas. A
partir de ese momento los ratones fueron separados, en lotes de 8 a 10
animales, para constituir los distintos grupos experimentales. El tratamiento
antihelmintico se administraba a las 24 horas post-infestacién(p.i.) mediante
sonda bucogdstrica, segun las siguientes pautas: RBZ ; 5 mg/kg, 10
mg/kg dosis unicas.

En todos los casos se evalud la eficacia del tratamiento en el dia 6° post-
tratamiento(p.t.), procediéndose al sacrificio de los animales, aislamiento y
recuento de la poblacidn adulta al objeto de realizar los cdlculos matemdticos
oportunos,

5.2.2.2 Experiencias sobre la fase de asentamiento muscular o estado de

~ larvas emigrantes,

Una vez realizada la infestacién de los animales constituyentes de los
distintos lotes experimentales. El tratamiento antihelmintico se realizé en dos
fases:

1. Con €l objeto de eliminar por completo la poblacién de adultos remanente
en ¢l intestino, asegurando asf que el tratamiento antihelmfntico iba a afectar
solamente a los embriones "circulantes”, Los animales fueron tratados con
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neguvén®(70 mg/kg) junto con sulfato de atropina (0,05 mg/kg), con el fin
de atenuar los efectos secundarios desencadenados por el organofosforado.,

El tratamiento supresor se realizé el dfa 9° p.i. La eficacia del tratamiento
supresor se controlaba mediante un lote testigo paralelo, dos dias después.

2. El tratamiento antihelmfntico se efectuaba durante los dfas 113, 14 y 15
p.i. administrandose las dosis de 50 mg/kg y 100 mg/kg

La determinacién de la eficacia se realizaba el dfa 30 p.i., procediéndose al
sacrificio de los animales por dislocacidn cervical, digestién de la canal y
recuento de larvas vivas y muertas de los lotes testigo y tratados,segiin las
técnicas descritas en el punto 4.4.4, con el objeto de calcular los porcentajes
de reduccién de cada lote problema con, respecto al testigo correspondiente,
y el porcentaje de larvas muertas, con respecto al total de las aisladas en
cada lote,

5.2.2.3 Experiencias sobre la fase muscular.

En estas experiencias se ensayaron las mismas dosis orales de ricobendazol
indicadas en el punto anterior. El tratamiento antihelmintico se realizd
durante los dfas 34, 35 y 36 p.i.

Los animales eran sacrificados el dfa 46 p.i. realizdndose la digestidn,
aislamiento  y recuento de larvas vivas y muertas para la posterior
determinacién de la eficacia del tratamiento antihelmintico, asf como el
estudio comparativo entre ambos formacos, siguiendo las técnicas generales.
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5.2.3. Estudio biofarmacéutico y farmacocinético,

Para el estudio farmacocinético, se emplearon ratones Swiss CD-l,
dispuestos en distintos lotes experimentales, teniendo en cuenta que para
cada punto de determinacién se utilizé la media obtenida de tres ratones.

Se preparé una suspensién de ricobendazol en carboximetilcelulosa sédica
al 1%, a una concentracién equivalente a una dosis de 50 mg/kg. La
administracién se realizé mediante sonda bucogdstrica.

Los tiempos de andlisis fueron los siguientes: 0,25: 0,50; 0,75; 1,5; 2: 3;
4,5; y 6 horas.

Tras la extraccidn, la sangre se centrifuga durante 7 minutos a 6000 r.p.m,

separando el plasma del resto de los componentes sanguineos y guardéndose
a - 20 °C hasta el momento del andlisis por la téenica de HPLC.
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5.3, POTENCIACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA, MEDIANTE
FORMULACIONES DE SOLUBILIDAD EXALTADA.,

5.3.1. Introduccién

De entre los antihelmfnticos, los benzimidazolcarbamatos son el grupo mas
ampliamente usado, tanto en medicina humana como veterinaria. En
particular, el albendazol es considerado como uno de los firmacos mas
prometedores en el tratamiento no solo de helmintos sino también de ciertos
protozoos. No obstante su eficacia, especialmente contra estados tisulares,
se ve limitada por la pobre capacidad de absorcién y, en consecuencia baja
biodisponibilidad del farmaco.

El factor limitante en la absorcién de medicamentos poco solubles es la
velocidad de disolucién (Pla Delfina, 1982); en todos estos medicamentos
cualquier recurso tecnoldgico de formulacién que aumente o mejore la
solubilidad puede facilitar la absorcién y aumentar la biodisponibilidad. Uno -
de estos recursos tecnoldgicos es el empleo de " dispersiones sélidas " Se
han realizado dispersiones sélidas de mebendazol, utilizando como matriz
polivinilpirrolidona (Ferndndez, 1988); polietilen glicol (Chibay col, 1991),
aumentando la velocidad de disolucién y la biodisponibilidad de los nuevos
preparados, as{ como su actividad antiparasitaria.

Otra posible alternativa para facilitar la absorcién de medicamentos poco
hidrosolubles es la preparaci6n de formulaciones Hquidas, utilizando
cosolventes y promotores de la absorcién, como se han descrito en el trabajo
de Del-Estal, 1991; 1993, quien utiliza como vehiculo polioxietilensorbitol-
monoleato (Tween-80) y sodiotaurocolato (STC), en una formulacién de

albendazol.

Por otro lado ricobendazol (RBZ), es un albendazol sulféxido sintético mas
soluble que el albendazol y por ello cabe esperar que su actividad antiparasi-

taria sea también mayor.
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Como primer objetivo de nuestro trabajo se utilizaron estos dos recursos
farmacotécnicos para realizar nuevas formulaciones de albendazol, se
caracterizaron y se seleccionaron de entre las que presentaron solubilidad
mas exaltada, las utilizables en pruebas farmacoldgicas, asf como basdndo-
nos en estos resultados, se formularon otras de las mismas caracterfsticas
pero utilizando como principio activo ricobendazol.

A la vista de los resuitados obtenidos en las experiencias en las cuales se
comparaban dos lotes de albendazol distintos, y en las cuales se confirmaba
una diferencia significativa en cuanto a potencia farmacoldgica, se opté por
realizar formulaciones de ambos, cumpliéndose asf un doble objetivo:

- Potenciar la actividad antiparasitaria de un formaco activo.

- Posibilidad de potenciar la actividad de un formaco practicamente inactivo
igualdndolo farmacolégicamente a un farmaco patrén,

En una segunda fase se determiné la actividad antihelmintica de las
formulaciones elegidas en el modelo T.spiralis/ratén, comparéndolas con los
productos sdlidos de partida.

Todas las formulaciones fueron estudiadas en todas las fases del ciclo
biolégico de T.spiralis. segiin el siguiente protocolo:
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5.3.2 Experiencias sobre la fase o estado de preadultos.

Los ratones fueron infestados con 300 £ 50 larvas de T,spiralis. Para la
distribucién de los lotes experimentales, perfodo de tratamiento y resultados,
se operd segin las técnicas descritas en el punto 5.1.1,

Los formacos y dosis ensayadas fueron las siguientes:

FARMACOS | DOSIS ( mg/kg )

SKF-ABZ - 5 10
DsSKF-ABZ 2,5 5 10
SISKF-ABZ 2,5 5 10

GEN-ABZ - 5 10
DsGEN-ABZ 2,5 5 10
SIGEN-ABZ 2,5 5 10

RBZ - 5 10

Ds-RBZ 2,5 5 10

SI-RBZ 2,5 5 10

Todos los férmacos fueron administrados por via oral mediante sonda
bucogdstrica a las 24 horas p.i. el aislamiento de adultos y recuento, se
realizé 6 dfas después del tratamiento antihelmfntico,
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Con el fin de determinar la eficacia limite, tanto de los fArmacos albendazol
y ricobendazol, como de las formulaciones descritas, se ensayaron las

siguientes dosis:

FARMACOS DOSIS ( mg/kg ) |

SKF-ABZ 2,5
DsSKF-ABZ 1
SISKF-ABZ 1

GEN-ABZ 2,5
DsGEN-ABZ 1
SIGEN-ABZ 1
RBZ 2,5
Ds-RBZ 1
SI-RBZ 1
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5.3.3 Experiencias sobre la fase de asentamiento muscular.

Una vez infestados los ratones con 300 £ 50 larvas de T.spiralis/ratén,
realizado el tratamiento supresor de la poblacién adulta remanente, se
realizé el tratamiento antihelmintico en los dfas 13, 14, y 15 p.i. La
determinacién de la eficacia se realizé en el dfa 30 p.i. siguiendo lo
expuesto en el punto 5.1.3.

Los farmacos y dosis ensayadas se recogen en la siguiente tabla;

) FARMACOSW o DOSIS ( mg/kg ) md
SKF-ABZ - 50 100
DsSKF-ABZ - 50 100
SISKF-ABZ 25 50 100
GEN-ABZ - 0 100
DsGEN-ABZ . 50 100
SIGEN-ABZ 25 50 100
RBZ - 50 100

Ds-RBZ - 50 Sl

SI-RBZ 25 50 100
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5.3.4 Experiencias sobre la fase muscular,

53.5

Se siguid la misma metodologfa que en el punto 5.1.3, realizando el
tratamiento antihelmintico los dfas 34, 35 y 36 p.i. y la determinacién de la
actividad antiparasitaria el dfa 46 p.i.

Los fdrmacos y dosis administradas fueron las mismas que en la.experiencia
sobre la fase de asentamiento muscular (punto 5.3.3).

Farmacocinética y estudio biofarmacéutico de las formulaciones
utilizadas.

Siguiendo la pauta general, se utilizaron ratones Swiss CD-1, a razén de Ires

ratones para cada punto de determinacién, realizdndose posteriormente la
media aritmética.

Todos los fdrmacos y sus formulaciones correspondientes se administraron,
mediante sonda bucogéstrica, a una dosis de 50 mg/kg. Para su preparacidn
se siguid la técnica general, asf, se determinaron los pardmetros farmacoci-

néticos en los siguientes: - DsGEN-ABZ, SIGEN-ABZ, DsSKF-ABZ,
SISKF-ABZ.

El perfil farmacocinético de las nuevas formulaciones de RBZ, no fue
realizado, al suponer un comportamiento similar a las formulaciones del
albendazol, ya que se utilizaron los mismos recursos farmacotécnicos de
sfntesis y por lo tanto el metabolito a determinar en sangre serfa el mismo,

Los tiempos de recogida de muesira sanguinea fueron los mismos que los
utilizados para realizar el perfil farmacocinético de los albendazoles de

referencia. Una vez recogidas las muestras de plasma se congelaron a -20
°C hasta el andlisis,
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5.4. POSIBLE POTENCIACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA DEL
ALBENDAZOL POR INHIBIDORES DE OXIDASAS MICROSOMALES.

5.4.1. Introduccién,

Los resultados de las pruebas " in vivo " anteriores nos permiten deducir
que si bien, las formulaciones probadas producen una mejora en cuanto a
biodisponibilidad, la actividad antihelmintica no se ve aumentada considera-
blemente, a excepcidn de las soluciones liquidas en algunas experiencias,
como ocurrfa en el caso del mebendazol formulado como dispersién sélida
(Fernandez, 1988). por lo cual y basindonos en hechos probados, en los
cuales se produce una mejora en la actividad farmacolégica de muchos

medicamentos, por asociacién de farmacos que mejoran sus caracteristicas
farmacodindmicas, farmacocinéticas o ambas, se pensd en utilizar inhibido-
res del metabolismo del albendazol, para asi conseguir aumentar la
biodisponibilidad de este, sobre todo en magnitud, al igual que se prolonga
el tiempo de permanencia de! firmaco en el organismo.

Estudios farmacocinéticos en distintas especies animales, han demostrado
que la via oxidativa es la ruta metabdlica principal del albendazol con la
formacidn sucesiva de sulféxido (ABZQ) y sulfona (ABZS02), (Delatour,
1991). Sin embargo, las concentraciones plasmdticas de albendazol son

prdcticamente inapreciables, principalmente por sufrir este fdrmaco el efecto
de primer paso hepidtico (Prieto, 1988).

Estudios farmacocinéticos con netobimin (precursor de albendazol, mas
soluble), administrado junto con inhibidores de oxidasas hepdticas, (Lanusse,
C.E y col.. 1991, 1992, Lanusse y Prichard 1992) demostraron que la
administracién conjunta aumentaba considerablemente la concentracién

plasmidtica y semivida del metabolito activo (ABZSO).

Dado que carecemos de informacién acerca de la influencia que ejercen
estos inhibidores en la actividad antiparasitaria, pensamos en aplicarlos a
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nuestro modelo T,spiralis/ratdn; sin embargo surgieron una serie de
inconvenientes ya que toda la informacién de la que partfamos procedfa de
estudios con netobimin, Ademds y segin demuestran distintos trabajos
(Souhaili-el Amri, 1988, con albendazo!, Luder, 1986, con mebendazol,
Glefzes, 1991 con oxfendazol y posteriormente con oxfendazol y fenbenda-
zol 1991a, Murray, 1992 con fenbendazol), los benzimidazoles son
inductores de su propio metabolismo; por lo cual resultaba dificil ajustar las
dosis dptimas fdrmaco/inhibidor. Partiendo de estos hechos, se disefiaron las
siguientes experiencias previas, para encontrar la relacién entre dosis
dptimas:

1, Se administraron varias dosis de inhibidor frente a una dosis fija de
firmaco. Una vez determinada la dosis mas eficaz se diseiia una
segunda experiencia en la cual:

2. Se valoré el posible incremento en la actividad antiparasitaria ahora
manteniendo fija la concentracién de inhibidor y variando la del

farmaco.

Una vez fijadas las dosis éptimas fdrmaco/inhibidor y a la vista de los
resultados en los cuales se podfa prever el efecto inductor enzimdtico del
albendazol, sobre su propio metabolismo y partiendo del hecho de que
ambos, fdrmaco e inhibidor, muestran una interaccién farmacodindmica de
tipo competitivo, se creyd necesario realizar estudios sobre la modificacién
en los perfiles farmacocinéticos del albendazol, disefidndose asf el siguiente

estudio!

3. Estudio de los pardmetros farmacocinéticos y biofarmacetiticos de

“varias dosis de albendazol respecto a una dosis fija de inhibidor,

El estudio se realizé utilizando dos pautas posoldgicas distintas:
a). Administracién de una dosis dnica firmaco/inhibidor a t=0,
b). Administracién de dosis repetidas formaco/inhibidor en tres dfas
consecutivos, es decir, a los tiempos t=0, 24 y 48 horas.



Experiencias realizadas,

5.4.2

5.4.2.1

En ambas experiencias, los tiempos de toma de muestras sangufneas
fueron los mismos.

Estas experiencias se realizaron también en ratones infestados con larvas de
T.spiralis, determinando la modificacién de la respuesta al tratamiento
antihelmintico. El estudio se realizé sobre las fases de larvas emigrantes y
muscular del ciclo biolégico, por ser dichas fases las que muestran peor
respuesta al tratamiento antihelmfntico, y ser la segunda, 1a de mayor interés
farmacoldgico.

Pruebas farmacoldgicas para determinar la dosis 6ptima en la relacién
farmaco/inhibidor.

Previamente a establecer la relacién férmaco/inhibidor se comprobd |
mediante una serie de pruebas preliminares que los medicamentos que
utilizamos como inhibidores del metabolismo del albendazol y pese a estar
dotados de actividad farmacolégica (metimazol® droga antitiroidea,
metirapona® droga antiesterofdica), no mostraban ningin efecto triquineli-

cida,

xperiencias realizadas manteniendo i is de_alben |

riando inhibidor

Las dosis de farmaco y de inhibidor utilizadas se recogen en la tabla

siguiente:
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DOSIS (mg/kg) l

FARMACO
GEN'-ABZ 100 100 I 100
INHIBIDORES DOSIS (mg/kg)

METIMAZOL* 1,5 3 6

]

METIRAPONAR

20 30 60

Los benzimidazoles se prepararon segin la pauta general, es decir,

- se suspendfan en una solucién de carboximetilcelulosa sédica al | %

y se mantenfan en agitacién constante durante su administracién por

via oral, inmediatamente después se administré el inhibidor corres-

pondiente, por la via adecuada.

Constaba de;

- LOTE 1: Control;, los animales no recibfan ningiin tratamiento.

- LOTE 2: Control,, los animales fueron tratados con albendazol 100

mg/kg.

- LOTE 3, 4 y 5: Los animales fueron tratados con albendazol 100
mg/kg junto con metimazol® 1,5, 3y 6 mg/kg, respectivamente.

- LOTE 6, 7 y 8: Los animales recibieron albendazol 100 mg/kg
mas metirapona® 20, 30 y 60 mg/kg, respectivamente.

El tratamiento antihelmintico se realizé en los dfas 13, 14 y 15 p.i.,

en el caso de larvas emigrantes, (previamente todos los animales

recibieron el tratamiento supresor en el dfa 9 p.i.) y los dfas 34, 35

y 36, cuando el tratamiento iba dirigido hacia larvas enquistadas. La

determinacidn de la eficacia del tratamiento se realizé en los dfas 30

p.i. y 46 p.i., respectivamente.



Experiencias realizadas.

5.4.2.2, Experienciasrealizadas mantenienda fija la dosis de inhibidor
y-variando la de alhendazal,

Basdndonos en los resultados se consideraron como dosis 6ptimas de
inhibidor las siguientes: metimazol® 3 mg/kg, metirapona® 30 mg/kg,
asf se realizé la siguiente experiencia que constaba de: -

LOTE 1: Control,, los animales no recibieron ningtin tratamiento.

LOTE 2, 3: Controles ,, 5, los animales fueron tratados con
albendazol 50 mg/kg(lote 2) y 75 mg/kg(lote 3).

LOTE 4, 5: Todos los ratones fueron tratados con atbendazol 50
mg/kg mds metimazol® 3 mg/kg(lote 4) y metirapona® 30 mg/kg
(lote 5).

LOTE 6, 7: Los ratones recibieron una dosis de 75 mg/kg de
albendazol junto con 30 mg/kg de metirapona®(lote 6) y 3 mg/kg de
metimazol® (lote 7).

La preparacioén de los firmacos se hizo segdn la técnica general; el
tratamiento antihelmfntico se realizé en los dfas 13, 14 y 15 p.i.
(previa eliminacion de la poblacién adulta en el dfa 9° p.'i.), en el
caso de larvas emigrantes y en los dfas 34, 35 y 36 p.i., en el caso
de larvas enquistadas, La determinacion de la eficacia del tratamiento
se realizé en los dfas 30 p.i., para el primer caso y el dfa 46 p.i., en
el segundo, mediante digestion de las canales y recuento de larvas.

133



Experiencias realizadas.

134

5.4.3. Estudio de los pardmetros farmacocinético y biofarmacéuticos.

Para el estudio de la modificacién de los pardmetros farmacocinéticos y
biofarmacéuticos que los inhibidores metabdlicos ejercfan sobre el albenda-
zol, se disefiaron varias experiencias, manteniéndose en todas ellas las
mismas condiciones de trabajo (distribucién de los animales en los distintos
lotes experimentales, administracién de fdrmacos, perfodos de toma de
muestras sangufneas y determinacién y andlisis por HPLC) a excepcién del
perfodo de tratamiento, )

Animales de experimentaeiénRatones CD-1 dispuestos en lotes de

3 animales para cada punto a determinar,

B inhibid Hizad

GEN’-ABZ: Partimos de una suspension de 5,9 mg/kg, en carboxi-
metilcelulosa al 1%, administrando las dosis de 50 mg/kg y 100
mg/kg, por via oral,

MTP: Solucién de 14,16 mg/m! en agua destilada, administrindose
una dosis de 30 mg/kg, subcutdneamente.

MTZ: Solucién 2,04 mg/ml en solucidén salina, administrdndose una
dosis de 3 mg/kg, intramuscularmente.

- La experiencia se dividid en los siguientes puntos:

I. Separacién de los animales en los distintos lotes y administracién
de los farmacos:

LOTE 1: Los ratones recibieron 50 mg/kg de albendazol.

LOTE 2: Los ratones recibieron 100 mg/kg de albendazol.

LOTE 3: Tratamiento con GEN*-ABZ 50 mg/kg /MTZ 3 mg/kg.
LOTE 4: Tratamiento con GEN*-ABZ 100 mg/kg/MTZ 3 mglkg.



Expetiencias realizadas.

LOTES 5 y 6: El tratamiento fue similar a los lotes 3 y 4 pero el
inhibidor utilizado fue MTP 30 mg/kg.

Recogida de muestras sangufneas:Se realiz6 en tubos heparinizados
en los tiempos siguientes 15 min, 3h, 6h, 12h, 24h, 36h, 48h. Una

vez recogida la sangre se separé el plasma por centifugacidn y se
mantuvo a -20 °C hasta el momento del andlisis.

Determinacién de la s _concentraciones plasmdticas: Para ello se
utilizé la técnica HPLC.

5.4.3.2. di 1a modi i | raciones plasmaétic

e ABZSO v ABZSO?2 tras la administracié ibidores microsomales

en_los tiempos t=0. 24 y 48 horas.

Se utilizé el mismo modelo de experiencia que en el punto anterior,
a diferencia de la duraci6n del tratamiento que en este caso fue 3 .
dfas consecutivos, es decir, los formacos se administraron a los
tiempos 0, 24 y 48 horas. Los tiempos de toma de muestra sanguinea
fueron los siguientes: 3, 6, 12, 24, 27, 36, 48, 51, 60 horas.
Niimero de lotes, firmacos y dosis administradas fueron las mismas.
Para el andlisis se utilizé la técnica de HPLC.

De los resultados obtenidos se concluyé que; dosis tnicas (un dfa de
tratamiento) de albendazol 50 mg/kg/MTZ 3 mg/kg, aumentaba las
concentraciones plasméticas de ABZSO y las mantenfan durante mas
tiempo, que el mismo régimen de dosificacién pero aplicado en tres
dias consecutivos; esto mismo ocurria con el tratamiento con
albendazol 100 mg/kg/MTP 30 mg/kg, por lo que una vez fijadas las
condiciones 6ptimas se realizaron las siguientes experiencias

farmacolégicas:
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5.4.4. Pruebas comparativas respecto a actividad antihelmintica de ¢
tinicas fArmaco/inhibidor frente a la administracién de 3 dosis conse:
vas.

54.4.1 Efecto de Ia asociacién albendazol/ metimazol® .
5.44.2 Efecto de la asociacién albendazol/ metirapona®.

Ambas experiencias se realizaron sobre la fase emigrani
enquistada del ciclo biolégico de =spiralis;-es decir, los animale
trataron en los dfas 14 p.i.(dosis dnica) y 13, 14 y 15 p.i.(¢
repetida, tres dfas consecutivos), en el caso de larvas emigrant
los dfas 35 p.i.(dosis tinica) y 34, 35 y 36 p.i. (3 dfas de 1
miento}, La determinacidn de la eficacia se realizé en el dfz
p.i(larvas emigrantes) y dfa 46 p.i (larvas enquistadas).
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Experiencias realizadas,

POTENCIACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA DE ALBEN-

DAZOL, MEDIANTE EL USO CONJUNTO DE DOS RECURSOS FARMA-
COTECNICOS.

Para producir una mejora en la actividad antiparasitaria del albendazol y dado que
poseemos informacién tanto, del perfil farmacocinético y farmacoldgico de las
formulaciones de éste, como de su administracién conjunta con distintos inhibidores
de su metabolismo microsomal hepdtico, en nuestro modelo experimental, se creyd
interesante combinar ambos recursos farmacotécnicos para mejorar la posologfa,
intentando disminuir la dosis eficaz.

Se eligid la solucién quida de albendazol / transcutol 1:40 administrado a la dosis
de 25 mg/kg, conjuntamente con los inhibidores metimazol® y metirapona® a las
dosis de 1,5 mg/kg y 20 mg/kg, respectivamente en pruebas separadas. Para ello
se diseflaron las siguientes experiencias:

5.5.1 Efecto de la asociacién SIGEN-ABZ / MTZ y SIGEN-ABZ / MTP en
larvas emigrantes de T,spiralis,

5.5.2 Efecto de la asociacién SIGEN-ABZ / MTZ y SIGEN-ABZ / MTP en
larvas enquistadas de T,spiralis,

En ambas experiencias el modelo a seguir fue el mismo a excepcion del
perfodo de tiempo durante el cual se administraban los firmacos: - Dfas 13,
14 y 15 p.i, (previo administracion del tratamiento supresor ¢l dfa 9 p.i) en
el caso de larvas emigrante y dfas 34, 35 y 36 p.i, en larvas enquistadas.

El sacrificio de los animales y recuento de larvas para la obtencién de

resultados , se realizé en los dfas 30 p.i, para larvas emigrantes y dfa 45

p.i, para larvas enquistadas.
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Resultados

6.1. ALBENDAZOL COMO MATERIA PRIMA.

6.1.1

Actividad antiparasitaria.

6.1.1.1 Experiencias sobre la fase de preadultos.

Las tablas 5 y 6, recogen los resultados obtenidos del tratamiento de
T, spiralis, durante la fase intestinal, con dos muestras de albendazol
suministrados por dos proveedores diferentes; - SKF-ABZ (tabla 5)
dosis dnicas y GEN-ABZ (tabla 6), administrado en dosis tnicas y
fraccionadas. '

En todos los casos y tanto en el lote testigo como en los problemas,
se realizé el recuento de gusanos adultos recuperados de intestino del-
gado, determindndose la media aritmética, desviacién estandar y
eficacia expresada como; porcentaje de reduccidn de adultos recupe-
rados en los lotes problema, con respecto al testigo. La significacién
estadfstica de estos porcentajes de reduccién se determindé previo
calculodela t-Student, considerdndose significativos aquellos porcenta-
jes con valor de p inferior a 0,05.

En el tratamiento de preadultos de T,spiralis con dos sustancias que
suponemos bioequivalentes se encontrd que el albendazol denominado
por nosotros genérico, fue significativamente menos activo que el
albendazol patrén cuando ambos se administran en dosis tinicas. Sin
embargo GEN-ABZ administrado en dosis fraccionadas alcanzé una
eficacia del 99 %, similar a la que se obtiene al administrar una dosis
tnica de SKF-ABZ de 10 mg/kg.
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Resultados

N® CONTROL SKF-ABZ SKF-ABZ SKF-ABZ
ratén 10 mg/kg 5 mg/kg 2,5 mg/kg
1 150 5 23 99
2 1.14 2 58 88
3 95 7 54 86
4 80 2 30 84
5 80 0 40 85
6 105 5 35 | 63
7 94 3 44 60
8 94 2 42 105
X 101.5 3,25 40,75 83,75
D.S 24,4 2,3 12,32 16,74
% R 96,79 59,85 17,6

r t-St ' 10,51 5,74 5,74
p < 0,001 | < 00001 > 0,05

TABLA 5 : Efecto de la administracién de SKF-ABZ sobre preadultos de
T.spiralis a las 24 h p.i, en dosis dnicas.
SKF-ABZ = albendazol patrén suministrado por Smithkline Beecham Pharmaceuticals.

142



Resultados

N* CONTROL GEN-ABZ GEN-ABZ GEN-ABZ
ratén 10 mg/kg S mg/kg 5 mg/kg (%)
1 202 68 | 78 0
2 140 9% 109 0 Il
3 192 78 107 0 ‘
4 190 30 64 0
5 159 63 140 0 1
6 192 86 190 0
i 7 160 50 108 1
8 202 45 109 0
9 182 103 9 0
10 161 30 - 0
X 178 65,2 110,5 0,11
D.S 6,76 8,36 12,27 0,11
% R 62,75 43,5 99,9
t-St 10,48 4,94 24,86
P < 0,05 < 0,05 < 0,05

TABLA 6. Efecto de la administracién oral de GEN-ABZ sobre la fase de
readultos de T,gp_-irglig, a las 24h p.i cuando la toma se realizaba en dosis tnicas y a
15 20, 24 y 28 h p.i, en dosis fraccionadas ($).

3 EN-ABZ = albendazol genérico suministrado por Chemo Ibérica s.a
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6.1.1,2 Experiencias sobre la fase migratoria.

Los resultados obtenidos del tratamiento de larvas emigrantes de
T.spiralis. (dfas 13, 14 y 15 p.i),. con SKF-ABZ , GEN-ABZ y
GEN'-ABZ, a las dosis dnicas de 50 mg/kg y 100 mg/kg, se exponen
en las tablas 7, 8 y 9. '

En todos los casos se realizé el recuento de larvas vivas y muertas,de-
termindndose la eficacia en funcién del porcentaje de reduccién de
larvas totales recuperadas, respecto a los testigos correspondientes.
El porcentaje de larvas muertas en cada lote experimental, se calculé
segiin la siguiente férmula: (n° 1, muertas / 1. totales) x 100

En esta fase del ciclo biologico de T, spiralis el albendazol patrdn
mostrd una mayor actividad.
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Resultados

Ne l CONTROL l SKF-ABZ  100mg/kg ] SKF-ABZ  50mg/kg
Asimel t Muertas | Totales Muertas- Totales Muertas | Totales
1 || seos | 1uass2 || 2664 | 49284 w2 | 43956
I 2 11988 | 131868 || 666 | 45288 0 39960
3 0 11980 | 103896 || 1332 | 31968 1332 | 89244
4 ! 6660 | 75924 || 1998 | 26640 1998 | 53280
5 132 | smi2 | 30 | 2112 0 25308
Il 6 [ 10080 | 70020 | 0 26640 3996 | 59940
7 1998 | 69264 || 4662 | 33522 3996 | 79920
8 | 13320 | 94763 Nd Nd 666 54612
x| o1s6s | 94763 | 209174 | 33522 2080 | 557775
DS | 590733 | 228187 | 1605 | 112526 | 1898 | 20860,49
%R 64 41,14
oM | 92 6,2 3,7
t-St 1,37 59 1,476 3,457
P <005 | <0,0001 | <005 | <0005

TABLA 7. Efecto de SKF-ABZ sobre larvas emigrantes de T, spiralis.: Trata-
miento en los dfas 13, 14, 15 p.i, sacrificio y recuento de larvas en el dia 30 p.i.
SKE-ABZ = albendazol suministrado por Smithkline Beecham

Nd= No determinado.
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Resultados

Ne I_ CONTROL l GEN-ABZ  100mg/kg l GEN-ABZ  50mg/kg
Anist [ Muertas Totales Muertas Totales I Muertas Totales
" I 5994 114552 {| 7992 60720 6660 64350
2 11988 | 131868 5994 79200 2664 47520
3 11980 | 103896 11988 52800 10656 | 76560
4 6660 75924 19980 53460 0 68310
5 1332 87912 11980 79200 3396 77220
6 19980 | - 79920 6660 40920 3396 65792
7 1998 69264 3996 48015 1998 52800
8 13320 94763 17316 35640 Nd Nd
x| 915%,5 9:4762,4 | 10738,2 | 56244,4 4110 646_5_6,_5“
D.S | 5907,3 21126 5655,8 | 16127,5 3506 | 11169,1
% R 40,6 29,5
t-ST 0,501 4,09 1,249 3,37
P >0,05 | <0001 | >005 | <0005
% M 9,2 19,092 6,3

TABLA 8. Efecto de GEN-ABZ sobre larvas emigrantes de Espiralis:— Trata-
miento el los dfas 13, 14, 15 p.i, sacrificio y recuento de larvas en el dfa 30 p-i.

GEN-ABZ = albendazol suministrado por Chemo Ibérica.
Nd = no determinado.
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Resultados

Ne CONTROL u] GENfﬂZ 100mg/kg |m
Acimal T Tlm& Totales |=M-::T= Totales
1 | 67932 45288 78588
2 87912 61272 63936
3 46620 33300 86580
4 111888 74592 59940
5 111888 | 46620 | 73260
6 69264 70596 53280
7 69264 29304 75924
8 113220 31968 Nd
[ x 84748,5 49117,5 202154 ||
' D.S w3823 | | 1779158 11630
| % R 42,04 17,14
t-ST 3,25 1,3876
P <0,005 > 0,05
% M

TABLA 9. Efecto de GEN*-ABZ sobre larvas emigrantes de 1 .spiralis.: Tra-
tamiento en los dfas 13, 14, 15 p.i sacrificio y recuento de larvas en el dfa 30 p.i.

GEN*-ABZ = albendazol suministrado por Chemo Ibérica(lote 2).
Nd == no determinado
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6.1.1.3  Experiencias sobre la fase muscular

En las tablas 10, 11 y 12, se reflejan los resultados obtenidos del
tratamiento de larvas enquistadas de T.spiralis con el albendazol patrén
(SKF-ABZ) y dos albendazoles genéricos (GEN-ABZ y GEN'-ABZ),
a las dosis de 50 mg/kg y 100 mg/kg, administrados en dosis tnicas
los dfas 34,35 y 36 p.i,

Contra larvas enquistadas el GEN-ABZ no mostré ninguna actividad
en contraste con SKF-ABZ (94,79 % de reduccidén cuando se adminis-

- trd a dosis de 100 mg/kg). La actividad antihelmintica de un segundo

lote de albendazol genérico "GEN'-ABZ" se mostré mas acorde con
los resultados obtenidos tras la administracién de SKF-ABZ, a la dosis
de 50 mg/kg (37 % y 33 % de reduccién, respectivamente para ambos
productos),

Se cuestiona la existencia de formas cristalinas inactivas en la muestra
de GEN-ABZ.



Resuitados

i N° l CONTROL l SKF-ABZ 100mg/kg l SKF-ABZ SOmg/kg
Animal Muertas | Totales Muertas 'I‘:t;;s Muertas Totalm;
! os8 | w277 | o 3996 0 77992
2 0 113886 | 2497 | 12487 o | 76023
3 999 | soot0 || 1998 | 1998 3096 | 91908
4 0 03906 || 1498 | 3495 999 34965
5 999 | 76923 | o 0 0 20970
6 1998 82917 1998 6993 1998 59940
7 0 51048 0 4995 1998 | 62937
8 0 108891 Nd Nd 0 60939
X || 74925 | 932816 || 9947 | 48522 || 999 61938 |
D.s | 8855 |2378457 || 11554 | 40241 | 15103 | 21158
%R 94,79 33,6
oM | 0,8 20,49 1,6
St 031 | 9678 | -04 | 2,387
P > 005 | <0001 | >o00s | <005

TABLA 10. Efecto de SKF-ABZ sobre larvas enquistadas de T.spiralis: Trata-
miento en los dfas 34, 35, 36 p.i sacrificio y recuento de larvas dfa en el 46 p.i.
SKF-ABZ = albendazol suministrado por Smithkline Beecham Pharmaceutical.

Nd = no determinado.
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Ne CONTROL ' GEN-ABZ  100mg/kg ] GEN-ABZ  50mg/kg
Antmal Muertas | Totales Muertas | Totales ’ Muertas | Totaies
1 1998 49830 1998 50160 0 37785
2 0 49500 0 9240 0 60060
3 999 32835 999 35640 666 23760
4 0 48345 1332 | 42900 999 54120 |
5 999 47190 0 47190 999 58740
6 | 1998 55400 999 52965 1998 52140
7 0 47355 1998 41580 0 34650
8 0 37290 1332 39600 0 58080
X 7;5-,-2“ 43-8~30,56 1082,2 39909,_4“ 707.6 4’;:1_6,-5;
D.S 885,5 | 3122,812 | 770,7 | 4816,64 879 4889,158
| %R 8,9 [ -
%M 1,7 2,7 1,49
St -0,80 | 0,698 0,943 0,641 |
P > 0,05 >0,05 > 0,05 > 0,05

TABLA 11 Efecto de GEN-ABZ sobre larvas enquistadas de T Spiralis: Trala-
miento en los dfas 34, 35, 36 p.i, sacrificio y recuento de larvas en el dfa 46 p.i.

GEN-ABZ = albendazol suministrado por Chemo Ibérica s.a.
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GEN*ARBRZ 50m=gf_kg “

[ N® CONTROL | GEN#*-ABZ 10Mmg/kg

Anieuales || Muortas | Totales | Muertas | Totales Muerts Totales
1 81252 90576 62947
2 81252 15984 31968
3 95904 13320 53946
4 70596 53280 94905
5 127872 57276 49970
6 77256 79920 52947
7 127879 15984 78590
8 94583 37296 65934
X 94574,3" 45454,5 59405,4
D.S 22198,9 29907,03 19431,9
% R _ 51,9 37
t-ST 3,7302
P <0,005

% M

TABLA 12. Efecto de GEN*-ABZ sobre larvas enquistadas de T.spiralis: Tra-
tamiento en los dfas 34, 35, 36 p.i, sacrificio y recuento de larvas en el dfa 46 p.i.
GEN*-ABZ = albendazo! suministrado por Chemo Ibérica(lote 2).
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Resultados.

6.2. ALBENDAZOL SULFOXIDO " RICOBENDAZOL".

6.2.1

Bioequivalencia,

6.2.1.1  Experiencias sobre la fase o estado de adultos.

La tabla I3, recoge los resultados obtenidos del tratamiento de T,
spiralis. durante la fase intestinal, con dos muestras de ricobendazol
suministrados por dos proveedores diferentes; - RBZ y RBZ' fueron
administrados a las dosis de 40, 20 y 10 mg/kg, fraccionaﬂas en dos
tomas, con un intervalo de 6 horas entre cada toma.

En todos los casos y tanto en el lote testigo como en los problemas,
se realiz6 el recuento de gusanos adultos recuperados de intestino del-
gado (dfa 8 p.i}, determindndose Ia media aritmética, desviacién estan-
dar y eficacia expresada como porcentaje de reduccién de adultos recu-
perados en los lotes problema con respecto al testigo. La significacién
estadfstica de estos porcentajes de reduccién se determind previo
caleulo de la t-Student, considerdndose significativos aquellos porcen-
tajes con valor de p inferior a 0,05.

Tabla 13,
Dosis RBZ (mg/kg) Dosis RBZ* (mg/kg)
Control 10 20 40 10 20 40

X 62,12 53,12 61,0 48,5 47,66 50,12
D.S 24,04 27,2 13,52 | 22,44 17,84 11,83
% R 44,1 52,2 45,1 56,3 571 54,9
T-St 3,93 4,41 4,48 5,17 5,11 59 )

p <0001 <0,001 <0,001 | <0001 <0001 <0001
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Resultados.
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6.2.2

ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA,

No se encontré diferencia en cuanto a eficacia antihelmintica entre ambos
lotes de ricobendazol (p> 0,05), por lo que en pruebas sucesivas hicimos
referencia dnicamente al ricobendazol suministrado por Robert Young and
Co. denominado por nosotros RBZ.

6.2.2.1

Experiencias sobre la fase de preadultos.

La tabla 14, recoge los resultados obtenidos del tratamiento de T,
spiralis. durante la fase intestinal, con ricobendazol "RBZ" en dosis
tinicas

En todos los casos y tanto en el lote testigo como en los problemas,
se realizé el recuento de gusanos adultos recuperados de intestino
delgado, determindndose la media aritmética, desviacién estandar y
eficacia expresada como porcentaje de reduccién de adultos recupe-
rados en los lotes problema con respecto al testigo. La significacién

- estadfstica de estos porcentajes de reduccién se determing previo

calculo de la t-Student, considerdndose significativos aquellos porcen-
tajes con valor de p inferior a 0,05.

En la grédfica 12 se representa la eficacia comparada, expresada en
porcentaje de reduccién de GEN-ABZ y SKF-ABZ y RBZ, aplicados
sobre la fase de preadultos de T.spiralis24 h p.i.).



Resultados,

“Wewimi | CONTROL || RBZ 10mg/kg "RBZ 5 mg/kg
1 202 30 111 !
2 140 57 102
3 192 20 51
4 190 60 64
5 159 48 75
6 160 51 104
7 202 29 59
8 182 18 86
9 192 - -
10 161 - -
I x 178 39,125 81,5
D.S 6,76 5,93 8,02
% R 78,01 54,2
t-St S5 035
p < 0,05 < 0,05

T ABLA 14: Efecto de la administracién oral de ricobendazol (RBZ) sobre la
fase de preadultos de T.spiralis, a las 24 h p.i., en dosis iinicas.
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Figura 12. Eficacla comparada de GEN-ABZ, SKF-ABZ y RBZ.
Preadultos T_spirafis,

GEN-ABZ 10 —
GEN-ABZ 5 ~

GEN-ABZ25 - ! 3
GENABZ 5t~ . . iiioo o oo o %09

SKF-ABZ 10
SKF-ABZ 5 -

SKF-ABZ25

RBZ 10 -
RBZ5 .

RBZ25

3% Reduccion

FARMACO/DOSIS (mg/kg)

96,76

78,01

7 i 0 T T : —

0 20 40 60 80 100 120

GEN-ABZ= alhendazol genérico
SKF-ABZ= alberdazol paidn

RBZ = ricobendazol.




Resultados

6.1.1.2  Experiencias sobre la fase migratoria.

Los resultados obtenidos del tratamiento de larvas emigrantes de
T.spiralis, (dfas 13, 14 y 15 p.i.), con RBZ, a las dosis tinicas de 50
mg/kg y 100 mg/kg, se exponen en la tabla 13,

En todos los casos se realizé el recuento de larvas vivas y muertas,de-
termindndose la eficacia en funcién del porcentaje de reduccion de
larvas totales recuperadas respecto a los testigos correspondientes.
El porcentaje de larvas muertas en cada lote experimental, se calculé
segtin la siguiente férmula: (n” 1, muertas / 1. totales)x 100

En la figura 13 se muestra las actividades farmacoldgicas comparadas
correspondientes al tratamiento de larvas emigrantes de T.spiralis,, con
GEN-ABZ, SKF-ABZ y RBZ, expresando la eficacia como i)orcentaje
de reduccién de larvas recuperadas respecto al control.
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Resultados

Ne CONTROL l RBZ 100mg/kg ‘ RBZ S0mg/kg
Antmal [l Muertas Totales Muertas | Totales Muertas Totales
i 0 62938 10656 | 49950 666 | 35631
2 333 77922 4995 48275 1332 45621
3 1332 64612 8991 18648 0 35298
4 333 65934 6993 26640 1332 38628
3 333 95238 5661 39294 0 19368
6 0 68934 1665 36630 0 33300
7 333 75604 1665 40940 666 39294
8 333 50283 2664 39094 0 57276
g 333 58941 Nd Nd 1332 61276
x| 30005 | eson | saitas | e | s | ivoe
| D.S 388,5 4295,5 3352,5 3952,52 618,02 3532,6
% R 44,24 39,02
lom]| o054 14,07 1,4
I t-st -4,49 | 517 0,91 | 4,83
| )4 < 0,001 <0,05 > 0,05 <0,05
TABLA 15: Efecto de RBZ sobre larvas emigrantes de T.spiratis—TFratamicnto

en los dias 13, 14, 15 p.i sacrificio y recuento de larvas en el dfa 30 p.i.
RBZ = ricobendazol Nd= no determinado.
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Figura 13 Eficacia comparada de SKF-ABZ , GEN-ABZy RBZ.

Larvas emigrantes T.spiralis

% REDUCCION E3% LMUERTAS

FARMACOS/ DOSIS(mg/kg)

SKF-ABZ 100

SKF-ABZ 50 —

GEN-ABZ 100 —;

GEN-ABZ50 -

SKF-ABZ = alberviazsi patron
GEN-ABZ= albendazol genérico
RBZ= ricobendazol.
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Resultados
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6.2.2.3 Experiencias sobre la fase muscular

En la tabla 16, se reflejan los resultados obtenidos del tratamiento de
larvas enquistadas de T.spiralis con ricobendazol, a las dosis de 50
mg/kg y 100 mg/kg, administrados en dosis tinicas, los dfas 34,35 y
36 p.i,

En la figura 14, se muestra la actividad farmacoldgica comparada de
GEN-ABZ, SKF-ABZ y RBZ, expresada como porcentaje de reduc-
cién de larvas de T.spiralis recuperadas, respecto al control correspon-
diente.




Resuliados

Ne CONTROL I RBZ 100mg/kg RBZ S0mg/kg
— . e
Ratén Muertas | Totales Muertas | Totales Muertas | Totales
I 1998 49830 999 16830 10656 47520
2 -0 49500 666 15130,8 4995 19635
3 999 32835 666 11055 5661 35640
4 0 48345 0 8415 0 23100
5 999 47190 0 19632 2664 46530
6 1998 55400 0 23100 0 23100
7 0 47355 0 34650 1332 34650
8 0 37290 1998 9240 666 33660
9 0 26730 666 5610 8325 38775
"X | se04 |4m0se | 76 | 19628 | 2664 | 33623,33 |
D.S ' 8424 | 311229 | 8012 | 900355 | 3485 3351,02
| %R 65,58 23,2
%M 1,3 4,7 7.9
¢St - 0,45 - 1,82 2,228
“ P > 005 | <0000 | <005 | <0,05

TABLA 16: Efecto de RBZ sobre larvas enquistadas de T.spiralis: Tratamiento

en los dfas 34, 35, 36 p.i sacrificio y recuento de larvas en el dfa 46 p.i.

RBZ =

ricobendazol
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Figura 14. Eficacia comparada de SKF-ABZ , GEN ABZyRBZ .

Lanas enquistadas Tspirafis
19 REDUGGION % L MUERTAS

FARMACOS/ DOSIS(mg/kg)

SKF-ABZ 100 52

SKF-ABZ 50 |

GEN-ABZ 100 - F"

GEN-ABZ 50 -

RBZ 100 4127

RBZ50 -

0 20 40 60 80 100 120

SKF-ABZ = albendazol patron
GEN-ABZ= athendazol genéfico
REZ= ricobandazol.




Resultados

6.2.3 Estudio biofarmacéutico y farmacocinético del Ricobendazol.

La tabla siguiente muestra los resultados del estudio farmacocinético del
ricobendazol administrado oralmente a ratones.

Ricobendazol 50 mg/kg
e = S
T M Concentracién  (ug/ml) C (ug/mi) I[ D.S
| RIS | S DR WE——
0.25 16.95 25.55 25.97 22.82 T 5.09 1
0.75 26,18 23.76 22.67 24.2 1.7
1.30 17,27 14.56 21.90 17.9 3.7
2,00 14.42 16.58 21.71 17.57 3.7
3.00 8.45 9,38 11.68 9.8 1.6
4,50 8.3 5.24 7,86 7.13 1.6
6.00 7.4 0.00 2.78 3.39 3.7

Concentraciones plasmdticas del albendazol sulféxido (ug/ml) para cada ratén en
un tiempo dado, junto con el valor medio (C) y desviacidn estdndar (D.S), tras la
administracién oral de ricobendazol.

En la tabla siguiente se recogen los resultados medios y desviacién estdndar de los
siguientes pardmetros farmacocinéticos { Tmax, Cmax, ABC o), determinados

para ricobendazol.

FORMULACION Tmax (h) Cmax (pg/ml) ABC{ugh/ml)

RBZ 0,41 (0,28) 25,9 (0,3) 70,62

La constante de eliminacién y semivida de eliminacién no fue posible determi-
narlas, ya que las concentraciones plasméticasat > 6 horas se mantuvieron esta-
bles, posiblemente por un efecto del ciclo enterohepético, unién a proteinas

plasméticas o a un fenémeno de redistribucién en tejidos.
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Resultados

En la figura 15 (concentraciones plasmdticas/tiempo) se muestra representado el

perfil farmacocinético del ricobendazol, comparado con el perfil farmacocinético
del albendazot,

Figura 15. Perfil farmacocinético de albendazol (GEN y SKF) y ricobendazol

wGEN~ABL 50 mg/hg weSHE-REC 5( mg/hka =“=REZ BO mg/kg
¢ PLASMAlug/ml) ABLISO

+ - < -t

TIEMPO (HORAS)

GEH-ABE = albendazol gondrico,
SKP-ARZ = albendazol pat:rén.
REE = xicobondazol
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Resultados

6.3, ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA DE LAS NUEVAS FORMULACIONES
DESARROLLADAS,

6.3.1 EXPERIENCIAS SOBRE EL ESTADO DE PREADULTOS.

6.3.1.1

Eficacia de la dispersién sdlida yi solucién liquida de GEN-
ABZ. '

Las tablas 17 y 18 recogen los resultados obtenidos en el trata-
miento por via oral de los preadultos de T.gpiralis, durante su
fase intestinal, con DsGEN-ABZ (tabla 17), y SIGEN-ABZ (tabla
18).

En todos los casos y tanto en el lote testigo como en los tratados
con cada formulacién, se realizaba el recuento de adultos totales,
determindndose la media aritmética, desviacidn estdndar, porcen-
taje de reduccidn del total de adultos recuperados en los lotes
problema, con respecto al testigo de la experiencia.

La significacién estadfstica se determiné previo calculo de la t-
Student, considerdndose no significativos aquellos porcentajes con
valor de p superior a 0,05.
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Resuitados

::ﬂm] CONTROL || DsGEN-ABZ | DsGEN-ABZ | DsGEN-ABZ
10 mg/kg 5 mg/kg 2,5 mg/kg
1 - 202 85 65 100
2 192 16 74 117
3 159 10 53 120
4 192 12 93 150
5 160 | 28 43 148
6 140 45 74 110
7 160 34 59 120
8 182 14 48 95
9 161 13 - 78
10 202 - - -
i X 1"?8 - 29—,66 63,62 "-115,33
D.S 6.76 7,84 5,80 7,80
% R 83,9 : 64,2 35,2
t-St 14,39 12,44 6,09
P - <005 < 0,05 < 0,05

TABLA 17: Efecto de la administracién oral de DSGEN-ABZ, sobre la fase de
preadultos de T, spiralis, a las 24 h p.i, en dosis unicas,
DsGEN-ABZ= albendazol genérico formulado en dispersién sélida con kollindén ® 12
(1:20).
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Resultados

v | CONTROL SIGEN-ABZ | SIGEN-ABZ SIGEN-ABZ
10 mg/kg 5 mg/kg 2,5 mg/kg
1 112 0 0 0 H
2 62 0 0 0
3 84 0 0 0
4 87 0 0 0
5 7 0 0 0
6 103 0 0 o
7 9 0 0 0
8 70 0 0 0
x| 85,5 0 0 o
D.S 17,15 0 0 0
% R 100 w | w0
t-St 14,097 14097 | 14007
p < 0,01 < 0,01 < 0,01

TABLA 18: Efecto de la administracién oral de SIGEN-ABZ, sobre la fase de
preadultos de T.spiralis, a las 24 h p.i, en dosis tnicas.
SIGEN-ABZ= albendazol genérico, formulado en solucién lfquida con transcutol®
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En la gréfica 16 se representa la eficacia , expresada en porcen-
tajes de reduccién de adultos recuperados de cada una de las
formulaciones de GEN-ABZ, administradas sobre la fase de
preadultos de T.spiralis , a las 24 horas p.i.

En el tratamiento de gusanos adultos de T,spiralis con bajas dosis
de diferentes formulaciones de un albendazol genérico se puso
de manifiesto que un albendazol genérico, preparado como
dispersién sélida (DsGEN-ABZ) y solucién liquida (SIGEN-
ABZ), fue significativamente mas activo que el albendazol de
partida, cuando ambos se administraban en dosis dnicas., Sin
embargo GEN-ABZ, administrado en dosis fraccionadas (5
mg/kg), aumentd significativamente su actividad igualdndose al
GEN-ABZ administrado como solucién lquida(SIGEN-ABZ},
formulacidn altamente eficaz, (100% de eficacia a la dosis de 2,5
mg/kg).

Para determinar la eficacia Ifmite de GEN-ABZ y sus formula-
ciones se administraron GEN-ABZ 2,5 mg/kg, DsGEN-ABZ y
SIGEN-ABZ 1 mg/kg, obteniendo eficacias de 3,9 % (p > 0,05)
31,9 % (p<0,001) y 15,45 % (p>0,05), respectivamente.



Figura 16. Eficacia comparada de GEN-ABZ y sus
formulaciones. preadulios T.spimalis

1% Reduccidn
FARMACO/DOSIS (mg/kg)

GEN-ABZ 10 4
GEN-ABZ5 - e
GEN-ABZ25 — 838
GEN-ABZ 5r~'| IR ' -
DsGEN_ABZ 10 -5
DsGEN-ABZ 5 1B
DsGEN-ABZ 2,5 ||
DsGEN-ABZ 1

SIGEN-ABZ 10 - _—
SIGEN-ABZ 5 j ]
SIGEN-ABZ 2.5 - ]
SIGEN-ABZ 1 | |
1 1 i i i [ 1
0 20 40 60 80 100 120

GEN-ABZ= albendazol genérico  DsGEN-ABZ= dispetsién sélida GEN-ABZ  SIGEN-ABZ-== solucidn
liquida GEN-ABZ. )

i,
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Resultados
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6.3.1.2

Eficacia de la solucién liquida y dispersién sdlida de SKF-
ABZ.

Las tablas 19, 20 recogen los resultados de la actividad antipara-
sitaria de la DsSKF-ABZ (tabla 19), y SISKF-ABZ (tabla 20),
tras la administracidn oral a ratones infestados con T.spiralis, en
su fase de preadultos.

Los pardmetros determinados fueron los mismos que en el punto
6.3.1.1.

En la grdfica 17, se representa la eficacia expresada en % de
reduccién de adultos recuperados por efecto de cada una de las
formulaciones de SKF-ABZ, sobre el estado de preadultos ( 24
horas p.i.).

La solucién lfquida de SKF-ABZ result6 ser la mas eficaz, 100%
a la dosis de 2,5 mg/kg, esta misma eficacia (95,68 %) se
alcanza con la dispersidn sélida (DsSKF-ABZ) cuando se admi-
nistraba a la dosis de 5 mg/kg. SKF-ABZ resulté ser menos
eficaz,

La administracidn de dosis inferiores de estos farmacos produje-
ron eficacias de un 17,6 % (p > 0,05), para dosis de 2,5 mg/kg
de SKF-ABZ, 34,06 % (p <0,01) y 24,65 % (p >0,05), para
las dosis de 1 mg/kg de DsSKF-ABZ y SISKF-ABZ, respectiva-
mente



Resultados

[

N CONTROL || DsSKF-ABZ | DsSKF-ABZ DsSKF-ABZ
10 mg/kg 5 mg/kg 2,5 mg/kg
1 85 0 5 91
2 135 0 7 31
3 129 0 2 70
4 146 ¢ 42 109
5 137 9 9 40
6 85 0 1 67
7 95 0 2 85
8 140 0 9 40
‘ —“;c““. ————— 1 -1-;,;5 ————————— 1- ,1250 9,625 66,62
D.S 24,68 3,1820 13,45 27,84 -
% R 100 95,68 48,56
t-St 12,96 10,625 3,69
p < 0,01 < 0,01 <00l

TABLA 19 : Efecto de la administracién oral de DsSKF-ABZ, sobre la fase de
preadultos de_T.spiralis ,a las 24 h p.i en dosis tnicas.
DsSKF-ABZ= albendazol patrén, formulado en dispersién sélida con kolhndén R12

(1:20),
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Resultados

3 CONTROL || SISKF-ABZ | SISKF-ABZ | SISKF-ABZ
Aol 10 mg/kg 5 mg/kg 2,5 mg/kg
1 85 0 0 0
2 135 0 0 0
3 129 0 0 0
y 146 0 0 0
5 137 0 0 0
6 85 0 0 0
7 05 0 0 0 k
8 140 0 0 0
| 1sos || o o | o
D.S 24,68 0 0 0
% R 100 100 100
£-St 3,205 13,205 13,205
p < 0,01 < 0,01 < 0,01

TABLA 20 : Efecto de la administracidn oral de SISKF-ABZ, sobre la fase de
preadultos de T.spiralis .a las 24 h p.i, en dosis tnicas.
SISKF-ABZ= albendazol patrén, formulado en solucién lfquida con transcutol®

172



Figura 17. Eficacia comparada de SKF-ABZ y sus formulaciones.
Preadultos T _spiralis !

% Reduccion
FARMACO/MOSIS {mg/kg)

SKF-ABZ 10 e

sKFABZ5
SKF-ABZ 2,5 176
DsSKF-ABZ 10 &

DsSKF-ABZ 5
DsSKF-ABZ 2.5
DsSKF-ABZ 1
SISKF-ABZ 10 -
SISKF-ABZ 5
SISKF-ABZ 2.5

SISKF-ABZ 1

SKF-ABZ= albendazol patron
DsSKF-ABZ= dispersion sdlida SKF-ABZ,
SISKF-ABZ =solucion liquida SKF-ABZ.




Resultados
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6.3.1.3

Eficacia de la solucién liquida y dispersién sélida de ricoben-
dazol.

Las tablas 21 y 22 recogen los resultados de la administracion
oral de las nuevas formulaciones de ricobendazol: DsRBZ (tabla
21) y SIRBZ (tabla 22), a ratones infestados con 3004 50 larvas
de T,spiralis, cuando estos se encuentran ubicados en el intestino.

Los i)arimetros determinados fueron los mismos que en el punto
64 3 L) 1 . 1 L]

Enla grifica 18se expresa la eficacia comparada de ricobendazol
y sus formulaciones expresada, como % de reduccidn de aduitos
recuperados, respecto al control no tratado.

La dispersién sélida resulté ser la més eficaz ( 89,3 % de efica-
cia cuando se administra a la dosis de 5 mg/kg) respecto a un
64,28 % y un 54,2 % alcanzado por la solucién liquida y rico-
bendazol, respectivamente administrados a igual dosis.
Ricobendazol administrado tanto como solucidn lfquida o disper-
sién, muestra una eficacia de 100 % a la dosis de 10 mg/kg; con
el ricobendazol como producto solido, se alcanzé una eficacia
significativamente menor (78 %),

La administracién de 2,5 mg/kg de RBZ produjo una eficacia de
un 26,7 % (p >0,05), mientras que la administracién de 1
mg/kg de ambas formulaciones produjo una eficacia de 38,59 %

(p <0,05) en el caso de DSRBZ y 32,42 % para SIRBZ
(p<0,05).



Resultados

CONTROL DsRBZ DsRBZ DsRBZ
10 mg/kg 5 mg/kg 2,5 mg/kg
74 0 1 56
70 11 9 50
120 0 3 31
70 0 28 0
71 3 6 32
100 0 3 35
87 0 2 36
103 7 29 55
RN I AT
89,7 2,33 9,66 40,22
6,58 1,34 | 3,65 3,60
97,43 89,3 53,55
13 10,63 6,59
<005 | <005 < 0,05

7 TABLA 21: Efecto de la administracién oral de DsRBZ, sobre la fase de
preadultos de T.spiralis, a las 24 h p.i, en dosis unicas.
DsRBZ= ricobendazol, formulado en dispersién sélida con kollinddn R12 (1:20).
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Resultados

Ne CONTROL SIRBZ SIRBZ SIRBZ
Ankel 10 mg/kg 5 mg/kg 2,5 mg/kg
1 85 0 48 85
2 135 0 67 62
3 129 0 31 43
4 146 0 40 82
5 137 0 21 54
6 85 0 35 62
7 95 0 48 44
8 140 0 40 52
) X . “-115,25 N -“-0 41,25“ ---60,5 )
D.S 24,68 0 13,687 15,85
| % R 100 64,28 47,84
t-St 13,205 7,4152 152,781
p < 0,01 < 0,01 < 0,01

TABLA 22: Efecto de la administracién oral de SIRBZ, sobre la fase de
preadultos de T.spiralis a las 24 h p.i, en dosis tnicas.
SIRBZ= ricobendazol, formulado en solucién liquida con transcutol®
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Figura 18. Eficacia comparada de RBZ y sus formulaciones sobre
preaduitos de T.spiralis

9% Reduccién

RBZ 2,5mg/kg -4

RBZ 1mg/kg
DsRBZ 10 mg/fkg
DsRBZ 5mg/kg
DsRBZ 2,5mg/kg

DsRBZ 1mgfkg
SIRBZ 10 mg/kg
SIRBZ 5 myg/kg

SIRBZ 2.5 mg/kg

SIRBZ 1 mg/kg

RBZ = ricobendazol.
DsRBZ =dispersién solida ricobendazol.
SIRBZ = solucion liguida de ricobendazol

!"’v.



Resultados

178

EXPERIENCIAS SOBRE LA FASE DE ASENTAMIENTO MUSCLU-
LAR,

6.3.2.1 Eficacia de GEN-ABZ formulado como dispersién sdlida y

solucién liquida.

Las tablas 23 y 24 recogen los resultados obtenidos en el tratamien-
to, por via oral, de larvas de T.spiralis durante su fase de asenta-
miento muscular, con DsGEN-ABZ (tabla 23) y SIGEN-ABZ (tabla
24).

En todos los casos y tanto en el lote testigo como en los tratados
con cada formulacidn, se realizaba el recuento de larvas tolales y
muertas, determindndose la media aritmética, desviacién estdndar,
porcentaje de reduccién de larvas muertas con respecto al nimero
total de aisladas en cada lotey % de reduccién del total de larvas
recuperadas en los lotes problema, con respecto al testigo correspon-
diente. '

La significacién estadfstica se determind previo calculo de la I-
Student, considerdndose no significativos aquellos porcentajes con
valor de p superior a 0,05,

En la grdfica 19 se representa la eficacia comparada, expresada en
porcentajes de reduccidn de las formulaciones ensayadas sobre la

fase de asentamiento muscular de T.spiralis (dfas 13, 14 y 15 p.i.).

El GEN-ABZ formulado en solucién liquida( SIGEN-ABZ) y
administrado a la dosis de 50 mg/kg, fue €l mas activo tratamiento
en esta fase del pardsito; sin embargo no se observé un aumenio
significativo en la actividad de la dispersién sélida de GEN-ABZ,
con respecto al albendazol administrado como producto sélido de
partida.



Resultados

Ne { CONTROL DsGEN-ABZ 100 mg/kg DsGEN-ABZ 50 mg/kg
Animal lMuertas Totales | Muertas Totales ] Muertas Totales
1 0 62938 666 16650 0 46620
2 333 77922 1332 33633 1332 40272
3 1332 64612 0 33633 1998 | 39606
4 333 65934 1332 17982 0 49950
5 0 95238 0 42952 666 25974
6 333 75604 || 333 31302 o | em
7 333 50283 0 41958 1998 30636 |
8 333 58941 666 27306 0 40829,6
o | am 68934 0 56277 0 -
x| a0 | 68934 581 53521,;_4" 74-9—,2 5@565:53__
D.S 388,5 12887 529,4 | 12488,13 903 7782,46
% R 51,37 43,03 |
% M 0,5 1,7 1,9 |
t-St - 0,67 5,9202 - 1,14 | 5,6479
P > 005 | <0001 | >005 | < 0,00

TABLA 23: Efecto de DsGEN-ABZ sobre larvas emigrantes de T, spiralis: Trata-
miento en los dfas 13, 14, 15 p.i sacrificio y recuento de larvas en el dfa 30 p.i.
DsGEN-ABZ = Dispersién sélida albendazol (suministrado por Chemo Ibérica.) /
Kollindon ® 12 .
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Resultados

Ne CONTROL TE}ENA;: 50mg/kg ] SIGEN-ABZ 25 mg/kg
Animi! Muertas | Totales Muertas | Totales Muertas | Totales
1 5994 114552 3996 52614 1998 78588
2 11988 131868 6660 31968 0 42624
3 11980 103896 10656 48951 6660 83916
4 6660 75924 2664 33300 1332 27972
5 1332 87912 0 16650 0 98568
6 19980 79920 0 23976 13320 54612
7 1998 69264 1332 33300 3996 70596
8 13320 94763 1998 57276 Nd Nd
X - 9157,6 ““;;763 3413,25 372543 ] 2‘515;77 652.'-6_8-“-
D.S 6314,7 22818,7 3655,4 14311,18 4775,3 24764,69
%R 60 31
@M | 9,16 9,16 4,4
t-St 2,22 5,93 2,23 2,317
P > 0,05 <0,0001 > 0,05 <0,05

TABLA 24: Efecto de SIGEN-ABZ sobre larvas emigrantes de Taospiralis-
Tratamiento en los dfas 13, 14, 15 p.i sacrificio y recuento de larvas en el dfa 30 p.d,
SIGEN-ABZ = Solucién liquida de albendazol genérico / Transcutol® (1:40),

Nd = no determinado
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Figura 19. Eficacia comparada de GEN-ABZ y sus formulaciones frente a

Larvas emigrantes T.spiralis
M9 REDUCCION 1% L.MUERTAS

FARMAGOS/ DOSIS(mg/kg)

pal

40,58

GEN-ABZ 100

1 S
Lo o R

GEN-ABZ 50

DsGEN-ABZ 100

!

1

%

GEN-ABZ 50

SIGEN-ABZ 50

SIGEN-ABZ 25

|
puired .
Np
~|

GEN-ABZ = albendazol genérico.
DsGEN-ABZ= dispersidn sdlida GEN-ABZ.
SIGEN-ABZ= solucion liquida GEN-ABZ.




Resultados
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6.3.2.2 Eficacia de SKF-ABZ formulado bajo solucién liquida y disper-

sién solida

Las tablas 25 y 26 recogen los resultados de la actividad antiparasi-
taria de la DsSKF-ABZ (tabla 25) y SISKF-ABZ (tabla 26), tras la
administracién oral a ratones infestados con T.spiralis, en su fase
asentamiento muscular,

Los pardmetros determinados fueron los mismos que en el punto
6.3.2.1.

En la gridfica 20 se representa la eficacia expresada en % de reduc-
cién de larvas de T spiralis recuperadas respecto al control, de cada
una de las formulaciones de SKF-ABZ, sobre el estado de migra-
cién (dfas 13, 14y 15 p.i.), compardndolas con SKF-ABZ produc-
to puro,

Al utilizar SKF-ABZ en forma de solucién lfquida o dispersi6n
sdlida, no se mejora significativamente la eficacia en comparacidn
con el albendazol utilizado como producto sélido. Sin embargo
debemos hacer la observacién de que, tras el tratamiento con
DsSKF-ABZ 100 mg/kg, del 48,99 % de larvas recuperadas respec-
to al total, un 81,37 % estaban muertas, Con la solucién lfquida

administrada a la dosis de 50 mg/kg el porcentaje de larvas muertas
fuedeun 11% .



Resultados

Ne I CONTROL | DsSKF-ABZ  100mg/kg DsSKF-ABZ SOmg/kg
Aoinul [ Mu;rtas Totales ’ Muertas | Totales Muertas | Totales
I 2 [ o0 114885 11988 83916 4995 62937
2 0 162837 999 31968 |[ 4995 107892
3 0 93906 2997 79920 3996 115884
4 1998 | 132867 4995 56943 1998 83916
5 2997 99900 8991 48951 5994 96903
| 6 0 107892 999 50948 2997 78921
- 0 115884 999 55944 || 1998 51948
8 0 124875 5994 57942 0 69930
X | 74905 | 1191307 | 47452 | 58316 | 3371,6 | 835414
D.S || 1163,7 |21689,05 || 4092,9 | 16758,58 |[ 1993,5 | 22190,6
i %R 51,01 29,87
%M 0,6 81,37 4,03
t-St 2,65 | 6,2756 3,21 3,2441
P <001 | <0001 || <0005 | <0005

TABLA 25: Efecto de DsSKF-ABZ sobre larvas emigrantes de T.spiralis: Tra-

tamiento en los dias 13, 14, 15 p.i sacrificio y recuento de larvas en el dfa 30 p.i.

DsSKF-ABZ = dispersidn sélida de albendazol { Smithkline Beecham Pharmaceutical)/

kollindén® 12,
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e ST

Ne CONTROL l SISKF-ABZ  50mg/kg ’ SISKF-ABZ  25mg/kg

Anisl Muertas | Totales Muertas | Totales ’ Muertas | Totales
! 1998 ) 88911 999 27972 1998 25974
2 | o 44955 4995 | 24975 0 33966
3 999 44955 0 38961 6993 16983
4 2997 41958 9990 24975 0 40959
5 0 | 72927 2997 17982 0 56943
6 0 | 49950 0 24975 1998 40959
7 999 39960 2097 29970 0 27972
8 l 1998 49950 * * 0 25974
| x }“-1-155:&" 54195,7 | 3139,7 2825-7,4 “-1-?:';3,6 33716,?: )
I s 1124,8 | 173833 || 3528,6 | 72434 || 2443,39 | 12405,88
%R 47,86 31,7 -
%M 2,0 11,11 s
t-St 1,53 | 3,6651 -0,26 2,7123
| P >005 | <0005 >005 | <00!

TABLA 26: Efecto de SISKF-ABZ sobre larvas emigrantes de T, spiralis: Tra-
tamiento en los dfas 13, 14, 15 p.i sacrificio y recuento de larvas en el dfa 30 p.i.
SKF-ABZ = Solucidn l{quida de albendazol( Smithkline Beecham)/ Transcutol® (1:40),
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Figura 20. Eficacia comparada de SKF-ABZ y sus formulaciones .

Larvas emigrantes T.spiralis

FARMACOS/ DOSIS{ma/rka)

3% REDUCCION 3% LMUERTAS

SKF-ABZ 100

SKF-ABZ 50

DsSKF-ABZ 100

DsSKF-ABZ 50

SISKF-ABZ 50

SISKF-ABZ 25

o 20

SKF-ABZ = albendazof patrdn
Ds8KF-ABZ= dispersion solida SKF-ABZ
SISKF-ABZ= solucion iguida SKF-ABZ.
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6.3.2.3 Eficacia de RBZ formulado bajo solucién liquida y dispersién

sélida,

Las tablas 27 y 28 recogen los resultados de la administracién oral
de las nuevas formulaciones de ricobendazol: DsRBZ (tabla 27) y
SIRBZ (tabla 28), a ratones infestados con 300+ 50 larvas de
T.spiraljs, cuando estos se encuentran en fase migratoria o fase de
asentamiento muscular,

Los pardmetros determinados fueron los mismos que en el punto
6.3.2.1.

En la gréfica 21 se expresa la eficacia comparada de RBZ y sus
formulaciones, expresada como % de reduccidn de larvas totales
recuperadas, respecto al control no tratado,

La administracién de ricobendazol, en forma de solucién lfquida,
produce un incremento de eficacia de un 23,37 % respecto al rico-
bendazol de partida y de un 41,29 % respecto a la dispersién sdlida,
cuando estos, se administraban a la dosis de 50 mg/kg. Cuando la
formulacién liquida se administra en dosis de 25 mg/kg, se alcanza
una eficacia similar a la obtenida tras la administracién-de RBZ a
50 mg/kg. La administracién de DSRBZ resulté menos eficaz.




Resultados

Ne CONTROL ] DsRBZ 100mg/kg ] DsRBZ 50mg/kg
Animal Muertas Totales ] Muertas Totales ] Muertas | Totales
1 3330 66600 3330 46620 T-__“ 71262
2 1998 70321 1998 23310 0 35208
3 1332 69930 0 41958 666 54612
4 0 65268 0 53280 0 46620
5 666 52614 1998 27306 1998 36630
6 1998 47286 6660 72594 1998 73260
7 0 77922 0 63936 3330 38961
8 1332 69930 Nd Nd 5328 52947
- X -1-332 64983,8 ““1-9-;;3 47000,6- 1665 51-1-98,75
D.S 1125,74 10097,5 2431 18055,3 1917 14831,18
% R 27,63 21,21
% M 2 4,2 | 3,2 :
1-St 0,69 2,42 ~0,42 | 2,1731
“ P > 0,05 < 0,05 > 0,05 < 0,05

Tabla 27: Efecto de DsRBZ sobre larvas emigrantes de T,spiralis. Tratamien-
to en los dfas 13, 14, 15 p.i sacrificio y recuento de larvas en el dfa 30 p.i.
DsRBZ = dispersién sélida de ricobendazol/ Kollindon R 12 (1:20).

Nd = no determinado.
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en los dias 13, 14, 15 p.i sacrificio y recuento de larvas en el dia 30 p.i.

SIRBZ = solucidn liquida de ricobendazol / transcutol * (1:40),

188

- CONTROL ] SIRBZ Somg/kg ' SIRBZ 25mglkg
Asimal |} Mvertas | Totales ] Muertas | Totales ' Muertas | Totales
! 1998 39861 0 22977 9990 60939
2 0 47952 0 6993 10989 29970
3 999 53946 1998 5994 999 39960
4 2997 73962 0 10989 0 11983
5 G 35964 3996 23976 1998 40959
’I 6 0 43956 999 9990 2997 15984 i
7 999 39960 0 32967 0 19980
8 1998 ] 39960 6993 26973 -
; 1-;5;, 87 :6828, I; “1-:):1-8-,25 176073 h“3-377 6 “f; 1397,1 4“
D.S 1124,8 2546,9 4529
% R 62,39 32,95
% M 2 4,4 6,6
t-St i > 0,05 - 1,36
p | 0,0 > 005 | >00
Tabla 28 : Efecto de SIRBZ sobre larvas emigrantes de LSpiralis. Tratamiento



Figura 21, Eficacia comparada de RBZ v sus formulaciones.

Larvas emigrantes T spiralis
1% REDUCCION [1% L MUERTAS

FARMACOS /DOSIS{mg/kg)
: T 44,24 ]
RBZ 100 — '
_ "] 30,02
RBZ 50 —f : :
DsRBZ 100

DsRBZ 50

SIRBZ 50

RBZ = ricobendazol
DsRBZ= dispersion solida RBZ
SIRBZ= golucidn liguida RBZ
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6.3.3.
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EXPERIENCIAS SOBRE LA FASE MUSCULAR.

6.3.3.1 Eficacia del GEN-ABZ y de sus formulaciones.

Las tablas 29 y 30 recogen los resultados obtenidos en el tratamiento
por via oral, de ratones infestados con larvas de Tspiratis,durante
la fase muscular, con DsGEN-ABZ (tabla 29) y SIGEN-ABZ (tabla
30).

En todos los casos y tanto en el lote testigo como en los tratados
con cada formulacién, se realizaba el recuento de larvas totales y
muertas, determindndose la media aritmética, desviacién estandar,
porcentaje de reduccién de larvas muertas con respecto al nimero
total de aisladas en cada lote y % de reduccién del total de larvas
recuperadas en los lotes problema, con respecto al testigo correspon-
diente.

La significacién estadistica se determing previo calculo de la -
Student, considerdndose no significativos aquellos porcentajes con
valor de p superior a 0,05.

En algunas experiencias; se disponia de un testigo comiin , dado que
los ensayos se llevaron a cabo paralelamente.

En la grdfica 22 se representa la eficacia , expresada en porcentajes
de reduccidn, de las formulaciones ensayadas sobre la fase muscu-

lar de T.spiralis{dfas 34, 35 y 36 p.i.).



Resultados

T CONTROL l DsGEN-ABZ  100mg/kg l DsGEN-ABZ S0mg/kg
Animsl Muertas | Totales ] Muertas Totales ’ Muertas ?(:t:l-;;_
1 1998 49830 666 37290 0 3960
2 0 49500 1998 49830 1332 | 42075
3 999 32835 0 46860 4662 | 48180
4 0 48345 999 14190 3330 | 33330
5 999 47190 1998 31020 0 43230
6 1998 37200 | 99 | 27555 0 41580
7 0 55400 0 35310 5328 | 35640

8 0 47355 0 10239 0 33000 |
9 0 26730 333 31020 0 38280
T e Taamose | | sisases | 162 | 354738
D.s | ses.1 | 31229 || 7985 | 497815 || 2211,6 | 4272,08
% R 28,18 10,03

% M 1,5 2,46 4,5
t-St 028 | 2,143 1,2 1,579
P >005 | <005 | >005 | > 005

TABLA 29: Efecto de DsGEN-ABZ sobre larvas enquistadas de T, spiralis.
Tratamiento en los dfas 34, 35, 36 p.i sacrificio y recuento de larvas en el dfa 46 p.i,
DsGEN-ABZ = Dispersién sélida de albendazol genérico/ kollindon R 12 (1:20).
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Resultados

’- Ne ‘CONTROL ] SIGEN-ABZ 50 mg/kg J SIGEN-ABZ 25 mg/kg ]
Animal | Muertas Totales ] Muertas | Totales ] Muertas | Totales '

I 1998 127872 999 1998 4995 69930 |
2 | 0 113886 2997 | 10489,5 0 67932 |
3 " 999 89910 0 999 0 50049 ||
4 0 93906 4995 9990 2497,5 | 57442,5
5 999 76923 4995 6993 2997 61938
6 1998 82917 2997 3996 3996 73926
7 0 51948 999 1998 * *
8 0 108891 0 0 * *

o | nd Nd 999 999 Nd Nd
x| ess | 93281,:7“ 1776 4162,5 || 2097,25 mé;s—éé,%“
D.S 865,1 | 23784,6 || 20459 | 4011,5 21309 | 8557,35
% R 95,5 31,72

% M 0,7 42,6 3,2
t-St - 1,49 11,1 - 1,80 | 2,8862
le >005 | <000 | <005 | < 0007
TABLA 30:

Efecto de SIGEN-ABZ sobre larvas enquistadas de T.spiralis +

Tratamiento en los dfas 34, 35, 36 p.i sacrificio y recuento de larvas en el dia 46 p.i.

SIGEN-ABZ =

transcutol® ,

Nd = no determinado
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* = los ratones murieron tras el tratamiento

soluci6n liquida de albendazol (suministrado por Chemo Ibérica.) /



Figura 22. Eficacia comparada de GEN-ABZ y sus formulaciones.
Larvas enquistadas Tspiralis
3% REDUCCION 1% LMUERTAS

FARMACOS/ DOSIS (mafka)
19,52
GEN-ABZ 100 - :
GEN-ABZ 50 -
§ 28,18

DsGEN-ABZ 100

Ds{3EN-ABZ 50

955

SIGEN-ABZ 50

- SIGEN-ABZ 25 -

o 20 40 680 BO 100 120

GEN-ABZ = albendazo! genérico.
DsGEN-ABZ = dispersion soida GEN-ABZ,
SIGEN-ABZ= solucion liquida GEN-ABZ,
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El GEN-ABZ formulado en solucién lfquida (SIGEN-ABZ) y
administrado a la dosis de 50 mg/kg, fue el mas activo en esta fase
del ciclo del pardsito (95,50 % de reduccién); adem4s del total de
larvas recuperadas, un 50 % estaban muertas. Sin embargo, el
incremento de actividad fue menor al administrar la dispersién
sélida de GEN-ABZ (12,57 % de reduccidn a esta misma dosis);
GEN-ABZ resultd ineficaz, Por otro lado, 1a solucién lfquida admi-
nistrada a dosis de 100 mg/kg, resulté téxica, produciendo la muerte
de todos los ratones del lote, dato que no hemos considerado impor-
tante, ya que al administrarla a mitad de dosis (50 mg/kg), se
alcanzé una eficacia de 95,5 % de reduccién, en el niimero de
pardsitos recuperados.



Resultados

6.3.3.2 Eficacia de SKF-ABZ formulado bajo solucién liquida y disper-
sién sélida

Las tablas 31 y 32 recogen los resultados de la actividad antiparasi-
taria de ]a DsSKF-ABZ (tabla 31) y SISKF-ABZ (tabla 32}, {ras la
administracién oral a ratones infestados con T.spiralis, en su fase
muscular,

Los pardmetros determinados fueron Jos mismos que en el punto
6.3.3.1.

En la grifica 23 se representa la eficacia expresada en % de reduc-
cién de larvas recuperados por efecto de cada una de las formula-
ciones de SKF-ABZ, sobre el estado de larvas enquistadas ( dfas 34,
35 y 36 p.i.).

Al utilizar SKF-ABZ, en forma de solucién liquida a la dosis de 50
mg/kg, mejora significativamente la eficacia, alcanzando un 98,78
% de reduccién con un gran ndmero de larvas recuperadas muertas
(87,5 % frente al 33,6 % producido por SKF-ABZ). A esta misma
dosis, el SKF-ABZ formulado como dispersién sélida ( DsSKF-
ABZ), resulté ineficaz. Cabe destacar el 54,41 % de reduccion
alcanzado por SISKF-ABZ a la dosis de 25 mg/kg.
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Resultados

Ne CONTROL &I SISKF-ABZ  50mg/kg ] SISKF-ABZ  25mg/kg
Animal Muertas | Totales Muertas | Totales Muertas | Totales
1 0 83966 0 0 1332 73260
2 0 65934 | 0 0 1332 2664
3 666 52947 1998 1998 666 109224
4 0 88578 1998 3330 2664 5328
5 0 75258 0 0 4662 6660
6 666 81252 0 0 1332 1998
7 1998 67932 * * Nd Nd
8 0 66600 b * Nd Nd
x| 41625 | 78084 | ess | 7614 || 1998 | 3219
D.S 706,3 11677,34 | 1031,7 1355,6 1459,1 47159,4 |
r % R 98,78 54,41
% M 87,5 6,2
t-St | - 0,53 16,15 -2,6 | 2,371
. p > 005 | <000l | <0,001 | <005
Tabla 32: Efecto de SISKF-ABZ sobre larvas enquistadas de T.spiralis:Trata-

miento en los dfas 34 , 35, 36 p.i sacrificio y recuento de larvas en el dfa 46 p.i.
SISKF-ABZ = Solucién liquida de albendazol (Smithkline Beecham Pharmaceutical) /
Transcutol® (1:40). * = los animales murieron antes de terminar el tratamiento.

Nd = no determinado.
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Resultados

[~ CONTROL I DsSKF-ABZ  100mg/kg || DsSKF-ABZ  50mg/kg
Anirl Muertas | Totales Muertas | Totales I Muertas | Totales
1 0 83966 0 37296 ) 3330 49940
2 0 65934 0 2664 0 71908
3 666 52947 0 20646 1998 69264
4 0 88578 666 29970 0 51282
3 0 75258 0 21312 666 73250
6 666 81252 - 666 35964 || 4662 65268
7 1998 67932 1332 26640 0 69264
8 0 66600 0 26640 Nd Nd
x| 416,25“" 72&68,4 3 "25141,5 ""1-5-22,3 643-1-6:5;-
D.S 11677,3 503,44 | 10907,24 1872,4 9694,33
%R | 66,04 11,67
| %M ‘ 0,57 1,3 2,3
t-St 0,27 8,437 - 1,55 1,519
P > 005 | <0000 | >005 | > 005

TABLA 31: Efecto de DsSKF-ABZ sobre larvas enquistadas de T.spiralis;
T ratamiento en los dias 34, 35, 36 p.i sacrificio y recuento de larvas en el dfa 46 p.i.
D sSKF-ABZ = dispersién sélida de albendazol ( Smithkline Beecham Pharmaceutical)/
kollindén®? 12,

Nd = no determinado.
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Figura 23. Eficacia comparada de SKF-ABZ y sus formulaciones.

Larnas enquistadas Tspirals

FARMACOS/ DOSIS(mg/kg)

[A% REDUCCION E1% LMUERTAS

SKF-ABZ 100 |

SKF-ABZ50 I

DsSKF-ABZ 100 ¢

DsSKF-ABZ 50

SISKF-ABZ 50 — |

SISKF-ABZ 25

120

SKF-ABZ = albendazol patron
DsSKF-ABZ= dispersion soiida SKF-ABZ
SISKF-ABZ= golucion kquida SKF-ABZ.




Resultados

6.3.3.3 Eficacia de RBZ formulado bajo solucién liquida y dispersién
sélida.

Las tablas 33 y 34 recogen los resultados de la administracidn oral
de las nuevas formulaciones de ricobendazol: DsRBZ (tabla 33) y
SIRBZ (tabla 34), a ratones infestados con 300150 larvas de
T.spiralis, cuando estos se encuentran en fase muscular o fase de
enquistamiento en misculo estriado.

Los pardmetros determinados fueron los mismos que en el punto
6.3.3.1.

En la gréfica 24 se expresa la eficacia comparada, expresada como
% de reduccién de larvas totales recuperadas respecto al control no
tratado de RBZ y sus formulaciones, también se incluyen el % de
larvas muertas recuperadas en cada lote. |

Al administrar ricobendazol en forma de solucién liquida (SIRBZ),
se produce un incremento de eficacia de un 63,87 %, respecto a
DsRBZ y un 63,57 % respecto al RBZ cuando son administrados
aladosis de 50 mg/kg. Ricobendazol administrado como Dispersidn
sélida no mostré ninguna mejora en cuanto eficacia, respecto al
ricobendazol administrado como producto puro.
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Resuliados

[ Ne CONTROL l DsRBZ 100mg/kg I DsRBZ S0mg/kg
Rawn Il Muertas | Totales l Muertas | Totales Muertas | Totales
1 0 83066 0 19980 0 35964
2 0 65934 1998 5328 0 21312
3 666 52947 333 2664 2997 63270
4 0 88578 0 18648 0 75258
5 0 75258 4995 33966 0 55044 |
6 666 81252 0 17982 0 48285
7 1998 67932 0 79920 - -
8 0 66600 - - - -
X 444 | 78084 || 9157 | 254983 | 428.1 | 500055 |
D.S 666 | 11677,34 | 1786,6 | 26126,4 || 1132,7 | 19351,57
%R | 64,97 31,3
%M 0,6 3,5 0,85
(St 0,73 | 4,637 0,03 | 2,7510
P > 005 | <0001 | >o0/05 | <000/

TABLA 33: Efecto de DSRBZ sobre larvas enquistadas de T.spiralis: Trata-
miento en los dfas 34, 35, 36 p.i sacrificio y recuento de larvas en el dfa 46 p.i.
DsRBZ = dispersidn sdlida ricobendazol / kollindén® 12. Nd = no determinado
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Resultados

Ne CONTROL l SIRBZ Smn:;g‘ ‘ SIRBZ 25mg/kg

Raton Muertas | Totales Muertas | Totales ‘ Muertas | Totales
1 0 83966 666 | 1998 | 666 | 1598
2 0 65934 666 666 2664 | 55944
3 666 52947 1998 1332 666 61272
4 0 88578 1998 1332 1998 70596
5 0 75258 1998 3996 0 64602
6 666 81252 0 9990 0 56610
7 1998 67932 * x 0 63270
8 0 66600 Nd Nd Nd Nd

X | 4sa | 7s0s37 | 1046 1019 || 749,25 | 55468,28
D.S 666 | 1167734 | 9305 | 35094 | 1034,06 | 18107.8
%R 95,57 23,32
%M 0,6 32,5 | 1,3

t-St o5 | 14,03 0,7 | 2,2398
P > 005 | <0001 | >005 | <005

TABLA 34: Efecto de SIRBZ sobre larvas enquistadas de T,gp' iralis: Tratamiento

dfas en los 34, 35, 36 p.i sacrificio y recuento de larvas en el dfa 46 p.i.

SIRBZ = Solucién liquida de ricobendazol/ Transcutol® (1:40).
* = |os ratones murieron tras el tratamiento Nd = no determinado
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Figura 24. Eficacia comparada de RBZ y sus FORMULACIONES
Larvas enquistadas T spiralis.

£39% REDUCCION 9% LMUERTAS

FARMACOS /DOSIS(mg/kg)

REBZ ~ ricobendazol
DsRBZ- dispersién salida RB7
SIRBZ~ solucion liquida RRZ.




Resultados

6.4. POTENCIACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA DEL ALBEN-
DAZOL POR INHIBIDORES DE OXIDASAS MICROSOMALES.

6.4.1
ZADOS.

6.4.1.1

Experiencias sobre la fase migratoria.

ACTIVIDAD FARMACOLOGICA DE LOS INHIBIDORES UTILI-

Los resultados obtenidos del tratamiento de larvas emigrantes de T spira-
lis. (dfas 13, 14 y 15 p.i.) con MTP y MTZ ( metirapona® y metima-
zol®), a las dosis tnicas de 60 mg/kg y 4,5 mg/kg, se exponen en la

tabla siguiente;

FARMACOS DOSIS X | D.S t-Student
Control - 44178 8320,8 -
MTP | 60 mg/kg | 40459,5 16334,6 0,654*
MTZ | 45 makg | 50116,5 11300,9 -0,79*
*p> 0,05

En todos los casos se realizd el recuento de larvas totales, determindndo-
se , media aritmética (x), desviacidn estdndar (D.S) y t-Student, conside-
rdndose significativos aquellos valores con p < (,05,
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Resultados
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6.4.1.2 Experiencias sobre larvas enquistadas.

Los resultados obtenidos en el tratamiento de larvas enquistadas de
T.spiralis con los distintos inhibidores del metabolismo de albendazol,
se exponen en la tabla siguiente;

1as dosis administradasy los pardmetros determinados fueron los mismos
que en el punto 6.4.1.1.

FARMACOS DOsIs X D.S t-Student
Control - 58108,5 14485,6 -
MTP 60 mg/kg 61938 20524 -0,431%
MTZ 4,5 mg/kg 62033 13137 -0,54*
*p> 0,05,



Resultados

6.4.2 PRUEBAS FARMACOLOGICAS PARA DETERMINAR LA RELA-
CION OPTIMA FARMACO/INHIBIDOR.

6.4.2.1 Experiencias realizadas manteniendo fija la dosis de albendazol
y variando la del inhibidor.

6.4.2.1.1 Experiencias sobre la fase emigrante.

En las tablas siguientes se recogen los resultados obtenidos del tratamien-
to de T spiralis, con albendazol ( 100 mg/kg oral), en su admistracion
conjunta con metimazol ® ( 1.5, 3 y 6 mg/kg, via intramuscular) (Tabla
a) y metirapona (20, 30 y 60 mg/kg, via subcutdnea) (Tabla b). El trata-
miento antihelmfntico se realizé en los dfas 13, 14 y 15 p.i, previa supre-
sidn de la poblacién aduita intestinal en el dfa 9 p.i,

La determinacién de la eficacia antihelmintica se realizé en el dfa 30 p.i
con el recuento de larvas totales, determinacién de la media aritmética,
desviacién estdndar, incremento de eficacia respecto al control tratado
unicamente con el antihelmfntico y t-Student, considerdndose significati-
vos aquellos valores con p < 0,03,

Se omitié el % de reduccién de larvas muertas, ya que no resulté
significativo en ninguna de las experiencias.
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Resuitados

Tabla a.
Farmacos dosis X D.S % reducc t-Student! t-Student?
Control - 70762 23800,2 - - -

....................................

ABZ 100 46619 19341,9 32,95 2,226%* -

-------------------------------------------------------------

100/1,5 33300 | 16167,94 51,62 _ 1,435’.‘:“”‘
s o | oises | s | ses |- [aoise
100/6 38628 12696 :.4,44 ) 0,9’76* ......
Tabla b.
Farmacos dosis X D.S % reduce t-Student’ t-Student®
Control - 84748,5 | 25382,3 . . )

ABZ 100 | 49117,5 | 17791,58 | 42,04 | 3.25%% ]

..............................

100720 | 54778,5 | 13271,14 35,36 - - 0,72%
ABZMTP | 100/30 28971 12367,8 65,81 - 2,629%*
100/60 3441,7 | 10243,66 | 59,36 - 1,916**

*p > 0,05 ¥ p <005 ***p < 0,01

' t-Student realizada frente al control sin tratamiento.

? t-Student realizada frente al control que recibié solo albendazol
ABZ = GEN*-ABZ (albendazol genérico) MTP = metirapona®
MTZ= metimazo] }

En la administracién conjunta de albendazol (100 mg/kg) con MTZ y MTP
a distintas dosis, en el tratamiento de larvas emigrantes de Tospiratis;encon-
tramos un porcentaje de reduccién similar 51.62 , 56.65 y 44,44 % para las
dosisde 1.5,3y 6 mg/kg de MTZ, respectivamente y de 35,36; 65,81 y
59,63 para las dosis de 20 ,30 y 60 mg/kg de MTP.
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Resultados

6.4.2.1.2

Experiencias sobre lIa fase de larvas enquistadas,

En las tabla siguiente, se recogen los resultados obtenidos del tratamiento
de T.spiralis. con albendazol ( 100 mg/kg oral), en su admistracidén
conjunta con metimazol ® ( 1.5, 3 y 6 mg/kg, via intramuscular) y
metirapona (20, 30 y 60 mg/kg, via subcutdnea). Bl tratamiento antihel-
mintico se realizé en los dfas 34, 35 y 36 p.i,

La determinacién de la eficacia antihelmintica se realizé en el dfa 46 p.i.,
con el recuento de larvas totales, determinacién de la media aritmética,
desviacion estdndar, eficacia antihelmfntica respecto al testigo no tratado
y t-Student, considerdndose significativos aquellos valores con p < 0,05,

t-Student?

Farmacos dosis X D.S. | %reducc | t-Student'
Control | - | 9457425 | 22198,06 | - i ]
ABZ 100 | 454545 | 20007,03 | 5L | 37300 | o

100/1,5 | 3120685 | 267049 | 61 B Yy

ABZMTZ | {00/3 | 1417628 | 121175,0 | 85,01 | i 2,576%*
1006 | 20375,43 | 20179,5 | 78,4 o 1,966m |
100/20 | 51906,37 | 48502 | 45,11 i o

ABZMTP | 100/30 | 28542,85 | 23954 | 698 | - | 0.196%
100/60 | 112078 | 71826 | - 15,6 i 2,40*

*p > 0,05 **p <0,05 **p < 0,0,

I t-Student realizada frente al control sin tratamiento,
? t-Student realizada frente al control que recibié solo albendazol
MTP = metirapona®

ABZ = GEN*-ABZ (albendazol genérico)

MTZ = metimazol®.
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En la administracién conjunta de albendazol (100 mg/kg) con MTZ a
distintas dosis, en el tratamiento de larvas enquistadas de T.spiralis, no
encontramos diferencias estadisticamente significativas p > 0,05 entre
los distintos tratamientos (porcentajes de reduccién de un 67, 85.01 y
78.4 para las dosis de 1.5, 3 y 6 mg/kg de MTZ, respectivamente).

Cuando utilizamos como inhibidor MTP, observamos que solo parece
superar, en cuanto a eficacia, el albendazol administrado a la dosis de
100 mg/kg mas MTP a la dosis de 30 mg/kg, respecto a la administra-
cién del benzimidazol solo, produciéndose un incremento de actividad
de un 17,9 %,



Resultados

6.4.2.2 Experiencias realizadas manteniendo fija la dosis de inhibidor

y variando la de albendazol.
6.4.2.2.1 Experiencias sobre la fase emigrante.

En las tabla siguiente se recogen los resultados obtenidos del tratamiento
de T.spiralis con albendazol ( 50, 75, 125 mg/kg oral), en su admistra-
cién conjunta con metimazol ® ( 3 mg/kg, via intramuscular) y metirapo-
na (30 mg/kg, via subcutdnea). El tratamiento antihelmintico se realizé
en los dfas 13, 14 y IS5 p.i, previa supresién de la poblacién adulta
intestinal en el dfa 9 p.i,

La determinacidn de la eficacia antihelmfntica se realizé en el dfa 30 p.i
con el recuento de larvas totales, determinacidn de la media aritmética,
desviacidn estdndar (ndtese los valores obtenidos tan elevados, debido
a la variabilidad metabdlica intraespecffica), incremento de eficacia
respecto al control tratado tinicamente con el antihelmintico vy t-Student,
considerdndose significativos aquellos valores con p < 0,05.

Farmacos dosis X S,S % reduce t-Student’
Control | - ] 7731066 | 1131900 & - ol
50 68265 17548,8 11,7 1,0610* ‘‘‘‘‘
ABZ 75 65"168,66 ]7364,9"“ 2,17 ."“5,0257**

---------------------------------------------------------------

125 42433,7 | 16139,17 | 45,11 4,429%*

-------------------------- Hhbebbl

........................................................................................

50/3 37105,7 | 151954 52 -

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

ABZ/MTZ 75/3 43380,5 | 4941,3 43,88 -

--------------------------------------------

125/3 | 40337,71 | 6896,92 47,82 -

---------------------------------------------------

50/30 | 33680,57 | 5688,45 56,43 -

----------------------------------------------------------------------------------------------

ABZ/MTP | 75/30 [ 27781,71 | 7313,01 64,06 | -

125/30 | 26259,42 | 4907,01 66,033 - |

*p > 0,05 **p <0,05 **p < 0,01, !(-Student realizada frente al control sin
tratamiento, ABZ = GEN*ABZ (albendazol genérico) MTP = metirapona® MTZ =
metimazol®,
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Resultados

En la tabla siguiente se resumen los % de reduccidn, incrementos de eficacia
antihelmintica y significacién del efecto de la asociacién de albendazol/inhibidor

sobre larvas emigrantes de T,spiralis,

FARMACOS DOSIS(mgikg) % REDUCCION INCREMENTO t-Student+,
DE EFICACIA
P
50 11,7 - -
ABZ
75 22,17 - -
100 37 - -
125 : 45,11 . .
50/3 52 40,3 3,434 5mhk
ABZ/MTZ
7513 43,88 21,71 2,4607%*
100/3 56,65 23,71 2,01 88%*
125/3 47,82 2,71 0,3160 *
50/30 56,43 44,73 4,95 1 2%k
ABZ/MTP
75130 64,06 41,89 4,515k
100/30 65,81 23,73 2,6208%
125/30 66,04 20,92 2,5368%x

®p >0,05 *epg 0,05 *Rkp < 0,01
+ = resultados de t-Student realizada frente a los controles que recibieron el tratamiento con

bencimidazol dnicamente.
ABZ = (GEN™-ABZ) albendazol genérico (lote 2),
MTZ = metimazol * MTP = metirapona *

En la gréfica 25 se representa el incremento de eficacia producido con la
asociacién albendazol/inhibidor, expresada como % de reduccién de larvas

recuperadas, respecto a un lote testigo.
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Figura 25. Actividad antiparasitaria del albendazol solo y
administrado junto con inhibidores enzimaticos.

% Reduccidon

iJalbendazo!
EIMTZ + ABZ
CIMTP + ABZ

50 75 10 125

Dosis de ABZ

Distintas dosis de albendazol, MTZ = 3mg/kg, MTP= 30 mg/kg. Tratamiento dias
13,14 y15p.i




Resultados

212

En la administracién conjunta de distintas dosis de albendazol con MTZ
y MTP en el tratamiento de larvas emigrantes de T, spiralis encontramos
un incremento de eficacia mayor (40,3 y 44,73) cuando se administran
dosis bajas de bencimidazol (50 mg/kg) junto con MTZ y MTP(3 y 30
mg/kg respectivamente) frente a un 2,71 y 20,23 encontrado al aumentar
la dosis de albendazol (125 mg/kg).

Por otro lado se produce un "techo" en cuanto a eficacia antiparasitaria
se refiere, tendiendo a igualarse la eficacia para las distintas dosis de
albendazol, Este efecto es similar al descrito por Awadzi y col.,(1994)
al utilizar albendazol en el tratamiento de oncocercosis en humanos,
encontrando un mismo nivel de eficacia para las dosis de 800 mg/kg y
1200 mg/kg.



Resultados

6.4.2.2.2

Experiencias sobre la fase de larvas enquistadas.

En la tabla siguiente se recogen los resultados obtenidos del tratamiento
de T.spiralis, con albendazol (50, 75, 100 y 125 mg/kg oral), en su
admistracién conjunta con metimazol ® ( 3 mg/kg, via intramuscular) y
metirapona (30 mg/kg, via subcutdnea).

El tratamiento antihelmintico se realiz6 en los dfas 34, 35 y 36 p.i,
La determinacién de la eficacia antihelmintica se realizd siguiendo las

pautas del punto anterior.

Farmacos dosis X D.S % reduce | t-Student’
Control - 57924,28 | 22832,60 - )
50| s4659.57 | 21900.8 | 28 | 1,7783% |
ABZ 75 | 4538314 | é0496,6 """ 402 | 2,6335%
100 | 36059,14 | 21359, 525 | 337300
125 12087 | 154034 | 8289 | 60450
o3 | 371057 | 11952 | staz | -
avzmrz | 753 | 427888 | 83183 | 4364 | -
2573 | 25012,85 | 2989944 | 66,79 | -
e B T2 O sl I
abznre | 7530 | 1198871 | 1914677 | 8421 | - o
10030 | 2854285 | 23954 | 6240 |
12530 | 385308 | 4370.87 | o402 | -

*p > 0,05 ¥ p <0,05 *»*p < 0,01

! t-Student realizada frente al conteol sin tratamiento.

ABZ = GEN*-ABZ (albendazol genérico) MTP = metirapona® MTZ = metimazol®,

213



Resultados

En la tabla siguiente se resumen los % de reduccidn, incrementos de eficacia
antihelmintica y significacidn del efecto de la asociacién de albendazol/inhibi-
dor, sobre larvas enquistadas de T spiralis.

FARMACOS DOSIS (mg/ke) % REDUCCION INCREMENTO t-Student. +
DE EFICACIA
4
50 28 - .-
ABZ
75 40,2 - -
100 52,5 - -
125 82,89 - -
50/3 51,12 23,12 1,8615%*
ABZ/MTZ
7513 43,64 3,44 0,2889 *
100/3 85,65 33,11 3,7302%%
125/3 66,79 - -16,2 - 0,967 *
‘ 50/30 69,73 41,73 3,219
ABZ/MTP ]
75130 84,21 44,01 3,1501 %
100/30 62,40 9,86 0,6196 *
125/30 94,92 12,03 1,505 *

*n> 0,05; ¥ p <0,05; *4p < 0,01, + t-Student reslizada frente al control con tratamiento,
ABZ = GEN*-ABZ (albendazol genérico) MTP = metirapona R MTZ = metimazol®,

En la grédfica 26 se representa el incremento de eficacia producido con la
asociacién albendazol/inhibidor, expresada como % de reduccidn de larvas
recuperadas respecto a un lote testigo.

214



Figura 26. Actividad antiparasitaria frente a L. enquistadas, del
albendazol solo y coadministrado con inhibidores enzimaticos.

%4 Reduceidn

100 ¢ o292 |

80

60 - - albendazol
OMTZ + ABZ

40 EMTP + ABZ

R R — Y = N
’ 100 125
Dosis de ABZ

distintas dosis de albendazol, MTZ = 3mg/kg, MTP= 30 mg/kg. Tratamiento dias
34 35y 36 p.i




Resultados

6.4.3

216

ESTUDIO DE LOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS Y BIO-

FARMACEUTICOS.

La tabla siguiente muestran los resultados del estudio biofarmacocinético del alben-
dazol administrado oralmente a las dosis de 100 mg/kg y 50 mg/kg , utilizados

como control de las posibles modificaciones que los inhibidores enzimadticos puedan

producir en su metabolismo,

ALBENDAZOL (50 mg/kg) ] TIEMPOS || ALBENDAZOL (100 mg/kg)
C (ng/ml) II D.S. l . C (,ug/ml) D.S.
0 25 12 33 2,93
| 11,00 3,42 3 12,96 2,30
7,04 1,13 6 5,97 3,92
2,58 0,01'. - 12 4,69 1,19
4,44 2,47 24 7,71 0,59
3,5 1,65 36 7,41 1,46
7,95 2,93 48 6,34 2,39

Concentraciones plasmdticas del albendazoi sulféxido (ug/ml) para cada tiempo
dado ( valor medio de tres determinaciones (C)) y desviacién estdndar (D.S.), tras

la administracién de albendazol(oral) a ratones,



Resultados

.4.3.1 Estudio de la modificacién de las concentraciones plasmdticas de
ABZSO y ABZSO0, tras la administracién de inhibidores microso-
males. Dosis dnica (t=0).

6.4.3.1.1 Efecto del MTP sobre el metabolismo del albendazol.

La tabla siguiente muestran los resultados del estudio farmacocinético de la
administracién de ABZ junto con MTP 30 mg/kg a ratones.

ABZ (50mg/kg) + MTP ] TIEMPOS =Anz (L00ma/kg) + MTPm-‘
C (ug/ml) D.S. ] (h) C (ug/ml) D.S.
7,98 2,75 0.25 779 | 086
24,86 3,61 3 10,85 2,17
3.4 0,05 6 17,31 3,91
236 | 0,42 12 15,65 3,79
1,74 Il 2,07 24 22,40 2,27
221 | 2,54 36 19,81 1,68
3,5 1,01 48 20,55 3,15

‘oncentraciones plasmdticas del albendazol sulféxido (pg/ml) para cada tiempo
ado (valor medio de tres determinaciones (C)) y desviacién estdndar (.S.), tras
1 administracién de albendazol(oral)/ metirapona® (subcuténea).
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Resultados

En la tabla siguiente se recogen los resultados medios y desviacién estdndar de 1os
siguientes pardmetros farmacocinéticos ( Tmax, Cmax, ABC y,q,), determinados
para la asociacién albendazol/metirapona®, asf como para el albendazo! control
administrados en dosis \nicas.

FARMACOS | DOSIS | Tmax (h) | Cmax (ug/mD) | ABC(ugh/ml)
e e | Y A ¥ Sereremwe v § S———— "
ABZ 100 3 12,96 340,159
50 3 11,00 268,033
ABZ/MTP 50/30 3 | 24,86 188,38
100/30 24 22,40 985,34

218

La constante de eliminacién para cada tratamiento, no se pudo determinar debido
a que las concentraciones plasmdticas a t > 48 horas se mantuvieron estables,
posiblemente por un efecto del ciclo enterohepético, unidn a protefnas plasmdticas
o a un fendmeno de redistribucién en tejidos, hecho por el cual, no se determinaron
las semividas de eliminacién,

El perfil farmacocinético, después de la administracién oral a ratones de ABZ (100
y 50 mg/kg) vy la administracién conjunta de ABZ 50 mg/kg y MTP 30 mg/kg,
fueron similares, no encontrdndose diferencias significativas p> 0,05 en cuanto a
Tmax (aprox. 3h) aunque sf en cuanto a Cmax p<0,05 y ABC g4 mayor tras
la administracidn del albendazol mds el inhibidor. Por otro lado, 1a velocidad de
desaparicién de ABZSO del plasma fue algo mayor para el segundo, hecho que
se refleja en una menor ABC (g,.

Comparando el perfil farmacocinético tras la coadministracién de ABZ/MTP
variando la dosis de albendazol, encontramos diferencias significativas en cuanto
a Tmax p< 0,05 y ABC .q4s, P< 0,05, mayores tras la coadministracién de
ABZ 100 mg/kg/MTP 30mg/kg. No se encontraron diferencias significativas
respecto a Cmax para ambos tratamientos,



Resultados

6.4.3.1.2

Efecto del MTZ scbre el metabolismo del albendazol.

La tabla siguiente muestran los resultados del estudio farmacocinético de la modifi-

cacién, en las concentraciones plasmdticas, producidas por la administracign

conjunta de ABZ/MTZ 3 mg/kg.

r

l ABZ (50mg/kg) + MTZ | TIEMPOS ABZ (100mg/kg) + MTZ
C (zg/ml) H D.S. 1 (h) C (pg/ml) D.S.
[ 10,98 0,68 0.25 Nd Nd
14,47 3,06 3 27,23 4,19
13,65 4,48 6 23,13 7,70
14,92 1,81 12 4,41 1,2
30,88 1,90 24 5,25 1,50
26,22 0,86 36 2,10 0,38
30,32 1,77 48 3,67 1,23

Concentraciones plasméticas del albendazol sulféxido (ug/ml) para cada tiempo
dado( valor medio de tres determinaciones (C)) y desviacién estdndar (D.S.) tras
la administracién de albendazol(oral)/ metimazol® (intramuscular). Nd = no

determinado.
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Resultados

En la tabla siguiente se recogen los resultados medios y desviacién estdndar de los
siguientes pardmetros farmacocinéticos ( Tmax, Cmax, ABC g4q), determinados
para la asociacién albendazol/metimazol®, asf como para el albendazol control

administrados en dosis tnicas,

FARMACOS | DOSIS | Tmax () | Cmax (ug/m)) | ABC(zgh/ml)

ABZ/MTZ 50/3 24/48 30,88/30,32 1120,89

100/3 3 27,23 362,15

220

La constante de eliminacién y semivida de eliminacién no pudieron ser determi-
nadas ya que las concentraciones plasmdticas a t > 48 horas se mantuvieron
estables, posiblemente por un efecto del ciclo enterohepdtico, unién a proteinas
plasmdticas o a un fenémeno de redistribucién en tejidos.

El perfil farmacocinético después de la administracidn oral a ratones de ABZ (100
y 50 mg/kg) y coadministracidn de ABZ 100 mg/kg/MTZ 3 mg/kg fue similar,
no encontrdndose diferencias significativas (p > 0,05), en cuanto a Tmax (aprox ,
3h) aunque sf en cuanto a Cmax (p<0,05), mayor tras la coadministracién del
albendazol y el inhibidor.

Se produce un incremento en las concentraciones plasméticas en las 12 primeras
horas, tras el tratamiento con ABZ 100 mg/kg /MTZ 3 mg/kg, que disminuyen
rdpidamente incluso, por debajo del control, en las horas siguientes, por lo que
ambos tratamientos muestran un ABC 5, estadfsticamente similar

Comparando el perfil farmacocinético tras la coadministracién de ABZ/MTZ,
variando la dosis de albendazol, encontramos diferencias significativas en cuanto
aTmax p< 0,05y ABC \.q4g, P < 0,05, mayores tras la coadministracién de ABZ.
50 mg/kg/MTZ 3 mg/kg. No se encontraron diferencias significativas respecto a
Cmax, para ambos tratamientos.

En las figuras 27 y 28 (concentraciones plasmdticas/tiempo) se encuentran repre~
sentados las modificaciones en el perfil farmacocinético del albendazol por el efecta
del MTZ y MTP, en su metabolismo.



Figura 27. Modlficacion de las concentraciones plamaticas del
albendazol,mediante e] uso de Inhibidores de su metabolismo

“#+ ABZ 50 ==~ ABZ S0+MTP 30mg/kg #+ABZ S0+MTZ 3 mg/kg
_ C PLASMA(g/ml) ABZSO

35

TIEMPO (HORAS)
DOBI8 UNICAS (1 DIA)

Figura 28. Modificacién de las concentraciones plasméticas del albendazol,
mediante el uso de inhibidores metabdlicos,

* ADE 100 == ABZI00HMTP 30mgkg - ADZ100+MTZ 3 mgrkg
35 . CPLASMAGugiml) ABZSO

TIEMPO (HORAS)

DOBIS UNICAS (8 DIA)
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6.4.3.2 Estudio de la modificacién de las concentraciones plasmiticas de

ABZSQ0, tras la administracién de inhibidores microsomales, en dosis
repetidas (t=0, 24 y 48 horas).

Las tablas siguientes muestran los resultados del estudio farmacocinético de
la modificacion en las concentraciones plasmdticas, producida por la adminis-
tracién conjunta de ABZ/MTP 30 mg/kg (Tabla 35) y ABZ/MTZ 3 mg/kg
(tabla 36) en dosis repetidas, durante tres dias consecutivos.

| ABZ 50 mg/kg / MTP ) TIEMPO || ABZ 100 mg/kg / MTP
C (pg/ml) ]H D.S ] (h) C (zg/ml) II D.S.
| 23,31 3,46 3 10,85 2,17
4.4 i 0,05 6 17,31 3,91
5,59 | 0,95 12 15,65 3,79
3,25 0,06 24 22,40 2,27
20,84 1,44 27 8,22 3,15
4,47 | 0,8 36 21,73 | 5,22
3,61 0,00 48 15,12 0,00
18,55 3,31 51 l 3,53 l 0,37
8,61 3,74 60 I 21,8 1,07

Tabla 35. Concentraciones plasmdticas del albendazol sulféxido (ug/ml) para un
tiempo dado (valor medio de tres determinaciones (C)) y desviacién estdndar
(D.S.), tras la administracién de albendazol(oral)/ metirapona® (subcutdnea). Nd
= no determinado



Resultados

ABZ 50 mg/kg / MTZ 3 mg/kg
T (h) C (ug/ml) D.S.
3 14,47 3,06
6 13,65 4,48
12 14,92 1,81
24 30,88 1,90
27 25,84 9,59
36 4,5 1,99
48 7,79 4,60
51 26,19 4,95
60 14,63 4,96

Tabla 36: Concentraciones plasméticas del albendazol sulféxido (ug/ml) para un
tiempo dado (valor medio (C)) y desviacién estdndar (D.S.), tras la administracién
de albendazol (oral) / metimazol® (intramuscular).
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Resultados

En la tabla siguiente se recogen los resultados medios y desviacién estdndar
de los siguientes pardmetros farmacocinéticos ( Tmax, Cmax, ABC g, y ABC
oson), determinados para la asociacién albendazol/metirapona® y albenda-
zol/metimazol®, administrados en dosis repetidas, durante tres dias conse-

cutivos.

ABC (pg/ml)

FARMACOS | DOSIS | Tmax (h) Cmax (pg/ml) 0-48h | 0-60h

ABZ/MTZ 50/3 24/ 51 30,88/ 26,19 719,80 | 954,42

ABZ/MTP 50/30 3/ 27/ 51 | 23,31 /20,84 /18,55 | 358,1 513,5

100/30 | 24/ 36/ 51 | 22,407 21,73 /21,8 | 787,5 | 929,45
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Tras administrar a ratones tres dosis repetidas de ABZ 50 mg/kg junto con
MTP 30 mg/kg, encontramos que las concentraciones plasmdticas de ABZSO,
siguen un comportamiento ciclico que se repite cada 24 horas, produciéndose
3 valores de C max, a los tiempos 3, 27, 51 horas, es decir, 3 horas después
de que los animales hubieran recibido el tratamiento antihelmfntico, este
aumento de las concentraciones plasmdticas, iba acompafiado de una disminu-
ci6én brusca de las mismas, en las 12 horas siguientes a la administracién del
medicamento, manteniéndose mds o menos estables durante las 12 horas
siguientes,

Tras el tratamiento de los animales con ABZ 100 mg/kg mas MTP 30
mg/kg,también observamos un comportamiento repetitivo, pero inverso al
anterjor, ya que al administrar una primera dosis se produce un aumento
progresivo de las concentraciones plasmdticas de ABZSO, alcanz4dndose la
primera C max a las 24 p.a(post-administracién); inmediatamente después del
2° tratamiento se produce una disminucién en las concentraciones plasmiticas,
produciéndose un mfnimo (a las 3h p.a.) acompafiado de un rdpido aumento
de la concentracidn, hasta alcanzar una segunda Cmax a las 36 h p.a. A las
48 h, tras la administracién de una tercera dosis, se vuelve a producir una C
minima, 3 horas p.a. de la tercera dosis y una nueva C max 12 horas después.



Resultados

Tras el tratamiento de los animales con ABZ 50 mg/kg junto con MTZ 3
mg/kg, durante tres dfas, observamos una modlﬁcamén en la cinética plasma-
tica del ABZSO respecto a la terapia Unica, ya que alcanza una Cmax a las
24 h p.a. e inmediatamente después de la administracién de una segunda dosis
se produce una disminucién en las concentraciones plasmaticas, produciéndose
un minimo (a las 36h p.a.) acompafiado de un aumento progresivo de la
concentracién, hasta las 48 h, donde tras la administracién de una nueva dosis
se alcanzé una nueva Cmax (a las 51 p.a.), momento a partir del cual se
produce una nueva disminucién en la concentracién plasmatica de ABZSO,

Los perfiles farmacocinéticos de ABZSO, tras la administracién de ABZ (50
y 100 mg/kg) junto con MTP 30 mg/kg, en un perfodo de tres dfas, se mues-
tran en la figura 29,

Las figuras 30, 31 y 31A muestran los perfiles farmacocinéticos comparados
(dosis tinica / dosis repetidas), tras la administracién de MTP 30 mg/kg mas
albendazol (50 mg/kg y 100 mg/kg) y de la administracién de Albendazol 50
mg/kg junto con MTZ 3 mg/kg. '

225



Figura 20. Modificacién del perfil farmacocinético del albendazol
mediante el uso de MTP.

& ABZ100+MTP 30 mg/kg+ ABZ 50+MTP 30mgkg

A~ |
~ W/ NN/

]5 O R P

30 40 50 60 70
TIEMPO (HORAS)

DOSIS REPETIDA (3 DIAS CONSECUTIVOS,
CADA 24 HORAS)

Figura 31. Efecto del MTP en el metabolismo del albendazol,
Prueba comparativa dosis Unica/dosis repetidas.

# ABZ 50+MTP 30 mg/kg* =~ ABZ 50+MTP 30mg/kg*
C PLASMA(pg/ml) ABZSO

70

TIEMPO (HORAS)

* DOSIS UNICAS (1 DIA)
** DOSIS REPETIDAS (3 DIAS CONSECUTIVOS,
CADA 24 HORAS)
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Figura 30. Efecto dei MTP en el metabolismo del albendazol, Pruebas

comparativas dosis Unicas/dosis repetidas

“ABZ100+MTE 30 mg/kg* «=ABZ100+MTF 30mg/kg**
C PLASMA (ug/ml) AB2SQ

G 10 20 30 10 50 60 70

TIEMPO (HORAS)

* DOSIS UNICAS (1 DIA)
¥4 DOIS REPETIDA (3 DIAS CONSECUTIVOS,
CADA 24 HORAS)

Flgura 31A, Modificacidn de las concentraciones plamaticas del
albendazol,medlante el uso del MTZ

. weBED SO+MTZ 3mg/ko Repetidas  w=RBZ S04MTZ 3 ma/ky
C FLASMA {ug/ml} ABISO

15

TIEMPO (IICRAS)
DOSXS UNICAS (1 DIA} /DOSIS REPETIDAS (3 DIAS}
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Para comparar los resultados obtenidos, se realizé un anélisis de la varianza de los
pardmetros farmacocinéticos observados.

B Cpny " p<0,05
Tmnx” - p<0301
ABC p>0,05
C Cu\nx Cmnx
TI!NIK"K Tmax
ABC* | ABC
| oo | Co | Cous
Tmax TI‘I'IHK” '-I‘-‘tlll.)(..I
D || ABC ABC ABC®
ABC ABC ABC' | ABC
E
ABC* | ABC ABC* | ABC® || C,.c
Tlllll?&“
ABC
G ABC ABC ABC'. ABC CIII:IK' Cmax"
Tnmx" Tmax“
ABC ABC

TABILA 37: Resultado del ANOVA comparando las distintas formulaciones estudia-

das.
A = ABZ 100 /MTP 30 B = ABZ 100 /MTZ3  C = ABZ 50 /MTP 30.
D = ABZ 50/ MTZ 3 A, B, C, D fueron administrados en una tnica dosis.
E = ABZ 100/ MTP 30 F = ABZ 50/ MTP 30 G = ABZ 50 /MTZ 3.
E, F, G fueron adminisirados durante tres dias consecutivos,

Se encontraron diferencias en cuanto a ABC 4. 4,siendo mucho menor para ABZ 50
mg/kg / MTP 30 mg/kg , aumentando considerablemente para ABZ 100 / MTP 30 vy
manteniendo un valor intermedio para el tratamiento con ABZ 50 / MTZ 3. Las C max
fueron aproximadamente las mismas p > 0,05, con T max mds tempranas en el tratamiento

con ABZ 50 / MTP 30.



Resultados

64,4 ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA DEL ALBENDAZOL, TRAS LA
COADMINISTRACION DE DOSIS UNICAS FARMACO/INHIBIDOR.

Para realizar el estudio comparativo respecto a la potenciacién de la actividad
antihelmintica del albendazol, administrado junto con inhibidores de sus metabolis-
mo, siguiendo distintas pautas posolGgicas, se eligieron las siguientes dosis:

- albendazol 100 mg/kg mas metirapona * 30 mg/kg.

- albendazol 50 mg/kg mas metimazol * 3 mg/kg.

6.4.4.1 EFECTO DE LA ASOCIACION GEN'-ABZ / MTZ y GEN'-ABZ /MTP.

6.4.4.1.1 Experiencias sobre larvas emigrantes,

En la tabla siguiente se recogen los resultados obtenidos de tratamiento de
T.spiralis con albendazol (50 mg/kg oral), en su admistracién conjunta con
metimazol ® ( 3 mg/kg intramuscular) y albendazol (100 mg/kg oral) junto
con (MTP 30 mg/kg subcutdnea)(Tabla 38).

El tratamiento se realizé en el dfa 14 p.i, previa supresion de la poblacidn
adulta intestinal en el dfa 9 p.i,

La determinacién de la eficacia antihelmfntica se realizd en ¢l dia 30 p.i con
el recuento de larvas totales, determinacién dela media aritmética, desviacién
estdndar, eficacia antihelmintica respecto al control no tratado dnicamente,
y t-Student, considerdndose significativos aquellos valores con p < 0,05.
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Farmacos dosis X D.S % reducc t-Student'
Control - 65268 23544,7 - -
ABZ 50 77922 14965 - -1,110%

ABZ/MTZ 50/3 45788,5 | 15272,2 30 3,68%xx*

4

Control - 82013,14 | 13580,6 - -

nnnnnnn

ABZ 100 74592 18695,5 9,048 0,84%

......................

ABZ/MTP | 100/30 35631 13635 56,55 4,65%**

|

Tabla 38. *p > 0,05 **p <0,05 ***p < 0,01. ! t-Student realizada
frente al control sin tratamiento, ABZ = GEN*-ABZ (albendazol genérico)
MTP = metirapona® MTZ = metimazol®.

En la tabla siguiente se resumen los % de reduccién y los incrementos de
eficacia antihelmintica de ia asociacidn de albendazol/inhibidor sobre larvas
emigrantes de T.spiralis, administrados en pautas posoldgicas distintas

FARMACOS | DOSIS(mg/kg) | % REDUCION | INCREMENTO
DE EFICACIA
50{1D) - -
ABZ 50(3D) 11,7 -
50/3(1D) 30 41,23
ABZ/MTZ 50/3(3D) ' 52 . 40,3
100(1D} 9,048 .
ABZ 100(3D) 42,04 -
100/30(1D) 56,55 47,50
ABZ/MTP 100/30(3D) 65,81 23,77
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Para establecer la significacién de los resultados obtenidos se realizé un
andlisis de la varianza representado en las tablas siguientes:

1 2 J
2 3,681
3 2,153 -1,56"
4 5,897 1,79' 3,45~

p>005 T“p<0,05 Tp<o00l
GEN*-ABZ 50 mg/kg (1 = 1 dosis, 3 = 3 dosis, cada 24 horas),
GEN*ABZ 50 mg/kg / MTZ 3 mglkg ( 2 = 1 dosis, 4 = 3 dosis, cada 24 horas).

! 2 3

2 | (4655w “ p>00
" p<0,05

3| (2,703 (-1,7018)* w4k < 0,01

4 (4,861)%4% (1,0233)% (2,6208)

GEN*-ABZ 100 mg/kg (I = 1 dosis, 3 = 3 dosis, cada 24 horas),
GEN*-ABZ 100 mg/kg / MTP 30 mgikg ( 2 = 1 dosis, 4 = 3 dosis, cada 24 horas).
{ ) = valor de la 1-Student,

Se alcanza un incremento de eficacia de un 41,23 %, en la terapia conjunta
albendazol/MTZ en dosis unicas, respecto a la administracidn de albendazol
solo (p < 0,001) y este incremento resulta ser similar al alcanzado al adminis-
trar albendazol durante 3 dfas consecutivos,

La administracién de una dosis dnica de ABZ/MTZ, produce un incremento
de eficacia de un 18,3 % superior a la administracién de ABZ 50 mg/kg, en

tres dosis consecutivas, cada 24 horas (p > 0,05 ).
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La administracién de albendazol/metirapona en dosis tnicas(un dia de trata-
miento) supone una actividad antihelmfntica (56,55 %), similar a 1a administra-
cidn de la misma dosis durante 3 dfas (65,81 %) p>0,05.

Dosis tinicas de albendazol/metirapona incrementa la eficacia del albendazol
en un 47,50 %, un 23,8 % mas que la misma pauta de dosificacién, aplicada
durante 3 dias consecutivos,

En la gréfica 32 y 33 se representa el incremento de eficacia producido con
la asociacién albendazol/inhibidor, administrado en dosis dnicas y tres dosis
consecutivas, expresada como % de reduccidn de larvas recuperadas respecto
a un lote testigo.



Figura 32. Actividad comparada del uso de inhibidores metabétioos del albendazol,
administrado en désis Tinioas & 3 dbsis repetidas cada 24 horas. L. emigrantesdeT . spiralis

[@canirol Clincrat® Hicacia |

dosls (mgkg)

ABZ 50 **

ARZ 50+ MTZ a+* 52

ABZ 50

ABZ SC-+MTZ 3%

ABZ+MTZ - ABZ +MTZH

ABZ+MTZH - ABT**

=

% reduccion

* dosis fnioadun soko dia)
** dosk repetidas (oada 24 b, 3 dias)

Figura 33, Actividad comparada del uso do inhibidores melabdlicos del a]ﬁondﬂzol,
administrado en désis tnicas ¢ 3 dsis repetidas oada 24 horas. L. emigrantesdeT.spiralis

Cleontrol Elincrai® Blicacia

dosfs (mgkg)
']
ABZ 1004 % - :

| Lo o - L) .
ABZ 100+ MTP 0%+ [ Lo

apzoce | J[@0a8

ABZ100+MTP 30* -

ABZ4MTP* . ABZ HMTPH*

ABZ+MTR* . ABZ**

% reducclon

* dosis tnica{un scolo dla)
** dosis repetidas (cada 24 h, 3 dias)
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6.4.4.1.2

Experiencias sobre larvas enquistadas.

En la tabla siguiente se recogen los resultados obtenidos de tratamiento de

T, spiralis con albendazol { 50 mg/kg oral), en su admistracién conjunta con

metimazol * (3 mg/kg, intramuscular) y albendazol (100 mg/kg, oral) junto
con metirapona ® (30 mg/kg, subcutdnea).

determinacién de la media aritmética, desviacién estdndar, incremento de

El tratamiento se realizé en el dfa 35 p.i; la determinacidn de Ia eficacia
antihelmfntica se realizd en el dia 46 p.i con el recuento de larvas totales,

eficacia respecto al control tratado tnicamente con el antihelmintico y t-
Student, considerdndose significativos aquellos valores con p < 0,05.

Farmacos dosis 4 D.S % reduce | t-Student’ {-Student'
Control - 35742 11586,6 - - -
ABZ 50 “_38]84 8174,9 - "-0-,;51; ---------- -
Atz | 503 | 25530 | 89815 | 28,57 | 1,706% | 2,552+
ABZ 0 | 3 6519 ......... 523421 | - ~O, 149% B
aBzTP | 10030 | 22089 | 159863 | 38,198 | 1,693* | 2,103 |

*p > 0,05 % p <0,05 ***p < 0,01,

! t-Student realizada frente al control sin tratamiento,

? t-Student realizada frente al control tratado con albendazol.
ABZ = GEN*-ABZ (albendazol genérico) MTP = metirapona®
MTZ = metimazol®,
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En la tabla siguiente se resumen los % de reduccién, incrementos de eficacia
antihelmfntica y significacién del efecto de la asociacidén de albendazol/inhibi-
dor, sobre larvas enquistadas de T.spiralis, segin dos pautas posoldgicas
distintas.

Tabla 40
| FARMACOS | DOSIS(mg/kg) | % REDUCION | INCREMENTO
| DE EFICACIA
50(1D) ; -
ABZ 50(3D) 28 -
50/3(1D) 28,57 35,37 |
l ABZ/MTZ 50/3(3D) | 51,12 23,12
. ABZ 100(3D) 52,54 -
100/30(1D) 38,19 40,3
ABZ/MTP | 100/30(3D) 62,4 9,88

ABZ = (GEN'-ABZ) albendazol genérico (lote 2)
MTZ = metimazol * MTP = metirapona ®
ID = un dfa de tratamiento., 3D = tres dfas de tratamiento consecutivos.

En las gréficas 34 y 35 se representa el incremento de eficacia producido con
la asociacién albendazol/inhibidor, administrado en dosis tinicas y tres dosis
consecutivas, expresada como % de reduccidn de larvas recuperadas respecto

a un lote testigo.
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Figura 34, Actividad comparada del uso de inhibidores metabélicos del albendazol,
administeado en ddasis tnicas & 3 dbsis repefidas cada 24 horas. L. encuistadas deT.spiralis

EBoontnol Blincret® Eﬂcaclal

dosis (mfkg)

-

ABZ B0+

ABZ EO+ MTZ 3+

= a 51,42

ABZ 50*

ABZ BO+MTZ &*
T T T T 1 |
0 10 20 30 40 50 &0
% reduccion
* dos finoalim sob din)
** doais repotidas (oada 24 b, 3 ding)

Figura 35, Actividad comparada del uso de inhibidores metabolicos del albendazol,
" admoinistredo en dosis fmicas & 3 désis repetidas cada 24 horas, L. enquistadas deT.spiralis

Blconiral Clincret® Bicacia

ABZ 100+

ABZ 100+ MTP 30 —|:

ABZ 100+MTPa0* |

% reduccion

* dosls Crica{un solo dia)
** dosis repetidas (cada 24 h, 3 dias)
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Para establecer Ia significacién de los resultados obtenidos se realizé un
andlisis de la varianza representado en las tablas siguientes:

1 q 2 3
2 0,917y
3 ,0n" ©,7"
4 (2,03 - (0,8 0,2y

GEN*-ABZ 100 mg/kg (1 = 1 dosis, 3 = 3 dosis, cada 24 horas),
GEN*-ABZ 100 mg/kg / MTP 30 mg/kg ( 2 = 1 dosis, 4 = 3 dosis, cada 24 horas). ()
= valor de la t-Student, '

La administracién de una dosis unica de albendazol (100 mg/kg) mas metira-
pona® 30 mg/kg, produce un incremento de eficacia antihelmintica de 40,298
%, respecto a la administracidn de albendazol (p <0,05) . Sin embargo no se
aprecia una mejora significativa respecto a la administracién de tres dosis

consecutivas,
1 2 ‘ 3
2 (2,45)""
3 2,41y (0,284)"
4 (5,48 2,04)" (1,86)"

"p>0,05 Tp<0,05 Tp <001
GEN*.ABZ S0 mg/kg (1 = | dosis, 3 = 3 dosis, cada 24 horas),
GEN#*-ABZ 50 mg/kg / MTZ 3 mg/kg (2 = 1 dosis, 4 = 3 dosis, cada 24 horas).

La administracién de una dosis tinica de albendazol (50 mg/kg) mas metima-
zol® 3 mg/kg, iguala su eficacia antihelmintica con la administracion de tres
dosis consecutivas de albendazol. Sin embargo no mejora la eficacia obtenida
con la asociacion formaco / inhibidor, en la terapia continuada durante 3 dfas,
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6.5. POTENCIACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA DEL ALBEN-
DAZOL MEDIANTE EL USO CONJUNTO DE DOS RECURSOS FARMA-
COTECNICOS.

6.5.1  Efectodela asociacién SIGEN-ABZ/MTP y SIGEN-ABZ/MTZ sobre
larvas emigrantes de T.spiralis.

En la tabla siguiente se recogen los resultados obtenidos de tratamiento de T.spira-
liscon solucidn lfquida de albendazol genérico (25 mg/kg oral), en su admistracién
conjunta con metimazol * (1,5 mg/kg, vfa intramuscular) y metirapona ® 20 mg/kg,
{subcutdnea).

El tratamiento se realizé en los dfas 13, 14 y 15 p.i, previa supresién de la po-
blacién adulta intestinal en el dfa 9 p.i, La determinacién de la eficacia antihelmfn-
tica se realiz6 en el dfa 30 p.i con el recuento de larvas totales, determinacién de
la media aritmética, desviacién estdndar, % de reduccidn, incremento de eficacia
respecto al control tratado inicamente con el antihelmintico y t-Student, conside-
rdndose significativos aquellos valores con p < 0,05,

e

Farmacos dosis X D.S % reducc | ¢Student' | LEFIC | (-Student?

Control - 55870 | 15268,8 - - -

ABZ 25 36463 | 12690,2 | 34,85 | 2,82%x - -

ABZ/MTZ | 25/1,5 | 35546,2 | 8412,54 | 38,16 | 3,49%x» | 3 3] 0,355*

ABZ/MTP | 25/20 | 43821,8 | 15229,9 { 17,98 1,43* 0,00 { -1,391*

*p > 0,05 ¥ p <005 **p < 0,0],

! t-Student realizada frente al control sin tratamiento.

? t-Student realizada frente al control tratado con albendazol,
ABZ =SIGEN*-ABZ ( solucién lfquida albendazol genérico)
MTP = metirapona® MTZ = metimazol®.
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6.5.2  Efecto de la asociacién SIGEN-ABZ/MTP y SIGEN-ABZ/MTZ sobre
Larvas enquistadas de T.spiralis.

En las tablas siguientes se recogen los resultados obtenidos de tratamiento de
T, spiralis con solucién Ifquida de albendazol genérico ( 25 mg/kg oral) en su
admistracién conjunta con metimazol ® (1,5 mg/kg, intramuscular) y metirapona
®( 20 mg/kg, subcutdnea).

El tratamiento se realizé en los dias 34, 35, 36 p.i.

La determinacién de la eficacia antihelmintica se realizé en el dfa 46 p.i con €l
recuento de larvas totales, determinacién de la media aritmética, desviacidn
estdndar, incremento de eficacia respecto al control tratado inicamente con el
antihelmfntico y t-Student, considerdndose significativos aquelios valores con p

< 0,05.
Farmacos dosis X D.S % reduce | t-Student’ | LEFIC | t-Student!
Control - 132058 | 28061 - - -
ABZ 25 74592 22195 S| 43, 5 ........ 4, 29 - O o

ABZ/MTZ | 25/1,5 | 62520,7 | 16385 52,65 | 5,96%*% | 915 1,200%

ABZ/MTP | 25/20 | 69097,5 | 20909 47,67 | 4,97 417 | 0,494*

*p > 0,05 **p <0,05 ***p < 0,01

I t-Student realizada frente al control sin tratamiento.

2 t.Student realizada frente al control tratado con albendazol.
ABZ =SIGEN*-ABZ ( solucién liquida albendazol genérico)
MTP = metirapona® MTZ = metimazol®. .

La asociacién solucién lfquida de albendazol/MTP o0 MTZ no produce una mejora
significativa de la actividad antthelmintica de esta formulacidn,
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Para comentar y relacionar los distintos resultados obtenidos, hemos dividido la discusién en ios
siguientes apartados:

7.1, T.spiralis. como modelo para la evaluacién de Albendazoles genéricos.
7.2, Albendazol versus Ricobendazo! en la quimioterapia de fa Trichinellosis experimental.

7.3.  Estudio comparativo de la actividad triquinelicida de las formulaciones galénicas de
albendazol y ricobendazol,

7.4.  Coadministracidn de albendazol e inhibidores microsomales hepdticos.
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7.1.

T.spiralis COMO MODELO PARA LA EVALUACION DE ALBENDAZO-
LES GENERICOS.

A lo largo de este trabajo se han utilizado distintos lotes de albendazol,
facilitados por la firma que ostenta la patente, denominado por nosotros "patrén"
o "Genuino" y dos suministrados por otra casa comercial, denominado por
nosotros "Genéricos" .

Tras el estudio de la actividad antihelmintica de los distintos tipos de
albendazol en las diferentes fases del ciclo bioldgico de T, spiralis , encontramos
una mayor actividad para SKF-ABZ que para €l primer lote de genéricos "GEN-
ABZ". Esta diferencia resulta mas acusada cuando ambos albendazoles se
utilizaban en la fase de enquistamiento muscular, ya que mientras que la
administracién de Gen-ABZ resulté ineficaz, tanto a la dosis de 50 mg/kg como
100 mg/kg, con la administracidn de SKF-ABZ, a estas mismas dosis, se
obtuvieron eficacias de un 33,6 y 94,79 % respectivamente.

Cuando ambos albendazoles se administran en fase migratoria, es
necesario duplicar la dosis de GEN-ABZ para obtener una eficacia similar a la’
obtenida con SKF-ABZ (41,14 % y 40,6 % tras la administracién de 50 mg/kg
de SKF-ABZ y 100 mg/kg. de GEN-ABZ respectivamente).

La eficacia de SKF-ABZ también fue superior a la de GEN-ABZ cuando
estos se administraban a las 24 horas p.i, a la dosis de 5 mg/kg. Con SKF-ABZ
se obtuvo una eficacia de un 16,5 % mds, que tras la administracién de GEN-
ABZ a la misma dosis. Sin embargo consegufamos igualar actividades cuando
se duplicaba la dosis de GEN-ABZ ( 62,75 % y 59,85 % de reduccién con
GEN-ABZ 10 mg/kg y SKF-ABZ Smg/kg; 80,5 % y 96,77% de reduccion, tras
1a administracién de GEN-ABZ 20 mg/kg y SKF-ABZ 10 mg/kg respectivamen-
te) o cuando GEN-ABZ se administraba en forma de dosis fraccionadas, (99,9
% de eficacia con GEN-ABZ 5 mg/kg fraccionadas similar a la administracidn

de 10 mg/kg de SKF-ABZ).

Al trabajar con otros lotes de albendazol genérico (GEN*-ABZ) se
modificaron sus caracter{sticas y se obtuvieron resuitados més acordes con los
obtenidos tras la administracién de albendazol patrén, aunque la eficacia se
segufa manteniendo por debajo de éste, lo que nos hace pensar en un error de
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sintesis en el primer lote de albendazol genérico, corregido en lotes posteriores.

El hecho de producirse un incremento tan acusado de la actividad
antihelmintica tras administrar el albendazol genérico (GEN-ABZ) en dosis
fraccionadas, o mediante la administracién de la formulacién no cristalina de
ambos albendazoles (eficacias del 100% con las soluciones 1fquidas de albendazol
patrén y genérico en dosis de 2,5 mg/kg en preadultos, 47,86% y 60 % con
SISKF-ABZ y SIGEN-ABZ dosis 50 mg/kg frente a larvas emigrantes y 95,5 %
y 98,78 % con SIGEN-ABZ y SISKF-ABZ a la dosis 50 mg/kg frente a larvas
enquistadas), nos hace pensar, aunque no hemos podido evidenciarlo cuantitativa-
mente mediante las técnicas de andlisis descritas, en la existencia de estructuras
morfocristalinas no activas en la molécula de albendazol genérico.

Cuando se estudia el comportamiento biofarmaceiitico y farmacocinético
de ambos lotes de albendazol en el ratdn, aparecen diferencias significativas
(p <0,05) en cuanto a Tmax, Cmax, y ABC, Esto podrfa explicar las distintas
actividades antiparasitarias obtenidas con ambos tipos de albendazol. El
albendazol patrdn es mds activo que el albendazol genérico, lo que coincide con
las mejores caracterfsticas biofarmaceuticas de éste, sin embargo no se
encontraron diferencias significativas en ninguno de estos pardmetros cuando el
estudio se realizaba con las soluciones 1fquidas de ambos albendazoles,lo cual,
podrfa ser un punto de apoyo para nuestra teorfa de la existencia de formas
polimérficas en la molécula de albendazol.

Otras diferencias han sido descritas por S.Torrado, 1994 en ambos lotes
de albendazol, tras realizar estudios de DSC, HPLC y RX (Figs. 6, 8 y 9).
Mediante el andlisis por RX de ambas muestras de albendazo!, se describe un
peor grado de cristalizacién en el albendazol genérico. Por anélisis cromatografi-
co se observé que, aunque ambos albendazoles coinciden en el tiempo de
retencion del pico mayoritario, el genérico tiene menor potencia, y presenta
ademds un segundo pico . La presencia de picos endotérmicos (hombro en el
pico endotérmico del albendazol T* fusién) descrito mediante el andlisis por
DSC, puede justificarse por la existencia de anisétropos, polimorfos, isémeros
dpticos, productos de degradacién o algdn producto intermedio de sintesis. Los
barridos calorimétricos realizados cada 15 dfas durante 4 meses, no muestran un
aumento de ninguno de los dos picos endotérmicos, por lo que se concluyé que
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no son debidos a la presencia de distintas formas anisétropas.

Al no haberse detectado isémeros Opticos del albendazol (patrdn vy
genérico) por polarimetrfa, este segundo pico puede ser atribuido a distintas
formas polimérficas del albendazol (hecho comin en los benzimidazo!
carbamatos), o a un producto de degradacién o producto intermedio de sintesis
del mismo, Para descartar la posibilidad de ser un producto de degradacién
S.Torrado, 1994, realizé un doble estudio, en el cual se demuestra la alteracién
quimica de la molécula de albendazol por la aparicién de grupos cromdéforos,
después de someterlo a un ciclo de calentamiento. Al someter este mismo
producto a un doble ciclo de calentamiento, se observa que la muestra se ha
fundido perdiendo su estructura cristalina dando lugar a un producto de degrada-
cién amorfo que no recristaliza durante el segundo ciclo de enfriamiento, por lo
que el 2° pico de fusién (238°C) del albendazol no puede ser atribuido a dicho
producto de degradacion.

En cualquier caso y como ocurre ¢con otras sustancias como la quinidina,
es importante tipificar perfectamente el producto, ya que existen diferencias entre
lotes y suministradores; de hecho debido a las diferentes caracterfsticas de
biodisponibilidad, por esta razén no deberfamos llamar genérico y patrén a los
productos utilizados en nuestro estudio,, ya que no son bioequivalentes y el
genérico, no lo es, aunque haya sido utilizado como tal.
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7.2.

ALBENDAZOL VERSUS RICOBENDAZOLEN LA QUIMIOTERAPIADE
T.spiralis.

El uso de la segunda generacién de los benzimidazoles : Los metilcarba-
mato de benzimidazol, en el tratamiento de las helmintiasis humanas y de
animales, ha adquirido gran importancia, existiendo muchos compuestos
encuadrados en este grupo. De sus aplicaciones terapéuticas se han derivado
resultados muy satisfactorios y es por ello que estos fdrmacos, aparecen como
sustancias de eleccién en algunas de las enfermedades producidas por nematodos.

Uno de estos carbamatos de benzimidazol es el albendazol, el cual se
caracteriza por presentar un amplio margen terapéutico ( DLy, para el ratén de
3000 mg/kg , determinada por Smith Kline and French labs., Philadelphia. P.a).
En cuanto a eficacia, se han llevado a cabo estudios destinados a conocer la
actividad del albendazol frente a parasitismos mas comurnes en ganado ovino y
vacuno, realizdndose pruebas no solamente en ganado infestado experimental-
mente, sino también en brotes naturales de infestacidn (Tabla 2). Todos estos
estudios han confirmado que el albendazol manifiesta una actividad itil contra
los pardsitos gastrointestinales, vermes pulmonares, tenias y formas adultas de

Fasciola.sp.

Trichinella spp. debido a su peculiar ciclo biolégico, constituye uno de
los modelos experimentales mas idéneos para el cribado de sustancias con un
posible cardcter antihelmintico. La eficacia antihelmintica de fdrmacos
pertenecientes al grupo de los benzimidazoles frente al nematodo T.spiralis,en
las distintas fases de su ciclo bioldgico, ha sido ampliamente estudiado (tabla 1);
encontrando, al igual que nosotros, una mayor susceptibilidad a la terapia
antihelmintica, en las fases mas tempranas, es decir, en los estados inmaduros
del pardsito, que en estados siguientes. Una posible causa que justificarfa este
echo, serfa la baja solubilidad de estos fdrmacos y como consecuencia una pobre
absorcién ( gran efectividad frente a pardsitos intestinales) quedando expuesto el
pardsito durante largos tiempos a la accién del firmaco. Por el contrario, frente
a pardsitos tisulares y sistémicos es necesario administrar dosis altas o terapias
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sostenidas, para alcanzar concentraciones eficaces. Aunque en el caso de
mebendazol, se ha encontrado eficacias similares en el tratamiento de larvas
enquistadas y preadultos de T.spiralis (Martinez-Ferndndez, 1979) aun cuando
su solubilidad es limitada. La alta eficacia frente a larvas enquistadas se atribuye
a una colaboracién entre la inmunidad mediada por células (Hipersensibilidad
tipo retardada), actuando sobre los quistes y el formaco actuando sobre la larva,
Este efecto no ha sido descrito en la terapia con albendazol.

Estudios sobre el metabolismo del albendazol, ponen de manifiesto 1a
presencia de un metabolito activo "ricobendazol, al que, se le atribuye la
actividad antiparasitaria, ya que albendazol es detectado minimamente en sangre.
Este hecho nos llevé a pensar en la posibilidad de aumentar la eficacia del
albendazol, administrando ricobendazol directamente, y asf conseguir una
disminucidén en la dosis eficaz,

Ricobendazol, es un farmaco relativamente nuevo, hasta el momento no
existen referencias bibliogrdficas sobre la utilizacién de éste, frente al nematodo
T.spiralis; por lo que nos limitaremos a comparar su eficacia antihelmintica con
el albendazol de partida.

La primera fase del desarrollo de T.spiralis fijada como "blanco" de la
terapia, la denominada estado de preadultos y la establecimos a las 24 horas p.i,
es la mas sensible al tratamiento antihelmintico. El efecto global del ricobenda-
zol, va a depender del lote de albendazol utilizado como referencia; asf, la
administracién de SKF-ABZ a la dosis de 10 mg/kg resulta un 18,75 % mas
eficaz que ricobendazol administrado a la misma dosis, mientras que si la
comparacion la realizamos con GEN-ABZ, ricobendazol resulta un 15,74 % mas
activo,

Cuando la dosis administrada se reduce a la mitad (5 mg/kg) las eficacias
obtenidas para SKF-ABZ y RBZ son similares, mostrdndose superiores a las
obtenidas con GEN-ABZ (59,85% , 54,2 % y 43,5 % respectivamente). Si
seguimos disminuyendo las dosis (administracién de 2,5 mg/kg de albendazol y
ricobendazol) 1a eficacia de ricobendazol es similar o ligeramente superior a
SKF-ABZ y muy superior a la eficacia alcanzada con GEN-ABZ, (eficacia de
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RBZ 22,8 % superior a la administracién de GEN-ABZ) es decir, segiin vamos
disminuyendo las dosis, la eficacia del RBZ va aumentando progresivamente
hasta igualar o superar al albendazol, Ello probablemente es debido a una mayor
solubilidad de este metabolito.

Frente a esta fase del pardsito, antes de concluir una mayor 0 menor
eficacia del ricobendazol frente al albendazol de partida, debemos tener en
cuenta el comportamiento de ambos férmacos en el organismo:

- Por un lado, es bien sabido que en el metabolismo de albendazol se
producen metabolitos mds solubles, mds polares y més ficilmente excretables,
sin embargo, este proceso conlleva una disminucién de la afinidad por la
tubulinas del pardsito, hecho que podria ser compensado por las mejores
caracterf{sticas biofarmacéuticas que presenta ABZS0, las cuales le permitirfan
alcanzar una mayor concentracién en el pardsito y gjercer su accién antihelminti-

ca.

- Por otro lado, tras Ja administracién de ABZ se produce un répido
metabolismo de primer paso hepatico a ABZSO, éste sufre reciclaje gastrointesti-
nal por un proceso de distribucién dependiente del Ph, pudiendo tambi¢n ser
segregado por la bilis. La alta eficacia de RBZ en pardsitos gastrointestinales
podrfa ser justificada por la existencia de un proceso de reduccién del sulféxido,
por las bacterias gastrointestinales (Lanusse, 1992), al sulfuro correspondiente,
producto mas activo farmacoldgicamente. De hecho, eficacias similares en la
terapia de nematodos de ovejas y vacas fueron obtenidas tras el tratamiento con

ABZ o ABZSO (Mckellar y Scott, 1990).

También debemos tener en cuenta, que los firmacos fueron administrados
con independencia de las comidas, con lo cual, el proceso de absorcidn puede
ser modificado. Los alimentos pueden actuar como reservorios de los fArmacos,
haciendo que estos permanezcan durante mas tiempo en el mtestmo y estomago,
hecho favorable para la accién antihelmintica de estos farmacos frente a
nematodos intestinales. Sin embargo, este hecho dificulta el estudio de la
actividad comparada de ABZ y RBZ, ya que estos farmacos estarfan expuestos
durante m4s tiempo a oxidaciones y reducciones a nivel gastrointestinal, lo que
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harfa imposible determinar si la accién de estos farmacos frente a preadultos es
debida al sulfuro (ABZ) o al sulféxido (ABZSO 6 RBZ), aunque todos estos
hechos hacen postular una accién conjunta de ambos firmacos,

Otro compuesto profirmaco de ABZ, netobimin, resulté menos activo que
ABZ frente a preadultos de T.spiralis, obteniéndose una eficacia del 17 % ,
cuando se administraba a ratones a la dosis de 20 mg/kg, 24 horas p.i. Esta
eficacia aumentaba a un 65 % cuando se duplicaba la dosis (Baltar, 1989),
similar a la alcanzada por nosotros al administrar GEN-ABZ 10 mg/kg y
préxima a Ia obtenida tras administrar SKF-ABZ y RBZ en dosis de 5 mg/kg.

Un caso similar ocurre con otro carbamato de benzimidazol, el
oxfendazol, el cual se metaboliza "in vivo" a fenbendazol. Oxfendazol parece ser
mas activo que fenbendazol (Skarunakaran y Denham, 1980) y febantel (Bolds-
Fernandez, 1981) frente a T.spiralis. Fernando y Denham, 1976 encontraron un
% de reduccién de un 1,8 % y un 10,7 % en el nimero de adultos tratados con
fenbendazol a 50 mg/kg, mientras que oxfendazol a esta misma dosis reduce el
nimero de adultos en un 41 % . Contra larvas emigrantes, fenbendazol fue un
89 % eficaz, mientras que oxfendazol fue un 99 %, sin embargo la diferencia
mas acusada se observé en el tratamiento de larvas enquistadas, frente a las
cuales, fenbendazol mostré un 3% de eficacia mientras que oxfendazol lo fue en
un 98 % .

Comparando los efectos de febantel y fenbendazol administrados a ratones
infestados con T.spiralis (Spaldonova, 1981) a las 24 horas p.i, febantel y
fenbendazol causaron un 43,2 y 20,8 % de reduccién a las dosis de 15 mg/kg.
Cuando la dosis se incrementé a 50, 100 y 200 mg/kg no se encontraron
diferencias significativas en cvanto a nimero de adultos recuperados.

Estas diferencias de eficacias encontradas por estos autores y compara-
bles a las cbtenidas por nosotros con albendazol y ricobendazol pueden ser
resultado de la diferente farmacocinética de estas dos sustancias antes y después
del proceso de absorcién,

la segunda fase del desarrollo de T.spirglis "blanco" de nuestras
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experiencias, la hemos establecido entre los dfas 13, 14 y 15 p.i y corresponde
al estado de larvas emigrantes. Esta fase es quizds la mds conflictiva, puesto que
constituye un perfodo bastante ambiguo, que resulta dificil de limitar y separar
de Ja migracién larvaria propiamente dicha y de la fase posterior, considerada
como infestacién muscular,

Es imposible estudiar la eficacia de los firmacos en este perfodo, a
menos, que efecto sobre la longevidad o fecundidad de los gusanos adultos pueda
ser eliminado en el andlisis experimental. Aunque las larvas son producidas en
gran nimero en un perfodo de tiempo corto, no es posible garantizar que un
fdrmaco usado, por ejemplo, en el dfa 11 p.i no afecté a los gusanos adultos,
alterando la produccién de larvas. El tratamiento de los ratones después de la
expulsién de los gusanos adultos (dfa 14 p.i) significa, el tratamiento de las
larvas en su estado de desarroilo,

Neguvén * | elimina completamente los gusanos adultos remanentes,
permitiendo que las larvas ya nacidas se dirijan hacia el misculo esquelético para

su enquistamiento.

El tratamiento con albendazol y ricobendazol, posterior al tratamiento de
los ratones con neguvén *, mostré la eficacia de ambos productos frente a larvas

emigrantes de T.spiralis.

SKF-ABZ administrado a 1a dosis de 100 mg/kg resulté ser el m4s eficaz,
con un porcentaje de reduccidn de un 19,76 % mayor que el efecto observado
con el tratamiento con ricobendazol. La efectividad del tratamiento con
ricobendazol aumentaba, como ocurrfa en el caso del ensayo realizado sobre la
fase de preadultos, cuando disminufamos la dosis; la administracién de RBZ a
la dosis de 50 mg/kg producfa una eficacia similar a la administracién de SKF-
ABZ a igual dosis y GEN-ABZ en dosis 2 veces superior (Figura 13).

La eficacia de estos compuestos ha dado resultados satisfactorios (64 %
y 40,4 % tras la administracién de 100 mg/kg de SKF-ABZ y GEN-ABZ
respectivamente, comparables al 50 % de eficacia obtenido sobre T spiralis por
Spaldonova y Corba, (1979) al aplicar la dosis de 100 mg/kg de albendazol, a
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ratones en el periodo comprendido entre los dfas 8 y 11 p.i; y el 52,72 %,
obtenido por A. Gémez Barrio, 1985, frente a T.pseudospiralis. Keittivuti. A,
1989, obtuvo una eficacia del 36,22 % cuando administré albendazol a ratones,
a la dosis de 50 mg/kg, en los dfas 10, 11y 12 p.i.

De los férmacos utilizados, los mejores resultados sobre la fase muscular
del ciclo bioldgice de 7.spiralis, que situamos entre los dfas 34, 35 y 36 p.i, al
igual que ocurrfa en fases anteriores, se han obtenido con SKF-ABZ, con
eficacia de un 29,21 % superior a la administracién de RBZ a la misma dosis.
Esta diferencia era menor cuando ambos productos se administraban a la dosis
de 50 mg/kg (Fig 14). Este efecto podrfa ser explicado porque, aunque
albendazol sulféxido es considerado el responsable de la actividad antiparasitaria
del albendazol, frente a estados tisulares (Marriner, 1980) ya que el producto de
partida no se detecta en plasma; la administracién oral, puede modificar la
biodisponibilidad del ABZSO de forma que no se llegue a alcanzar niveles de
concentracién efectivos en las proximidades del parisito.

Comparando los resultados obtenidos del estudio farmacocinético
realizados para ambos albendazoles y para el ricobendazol (Fig 15) en ensayos
paralelos, administrados en dosis de 50 mg/kg a ratones, mediante un estudio
conjunto llevado a cabo por los Departamentos de Tecnologfa Farmacéutica y de
Parasitologia de esta Facultad; encontramos que RBZ alcanza antes la Cmax,
probablemente debido a su mayor solubilidad se produce una mejor disolucién
del fdrmaco en los fluidos gastrointestinales y consecuentemente una mejor y mas
rdpida absorcién.

Respecto a los pardmetros Cmax y ABC 4, existen diferencias
significativas entre los tres productos, asf, en orden decreciente se obtienen
valores de Cmax de : 26,83 ; 24,2 ; 12,8 pg/ml y valores de ABC .4,
expresados en ugh/ml de 84,19; 70,6 y 45,12 para SKF-ABZ, RBZ y GEN-ABZ
respectivamente.

En vista de estos pardmetros no es de extrafiar, que la actividad
antihelmintica del ricobendazol resulte intermedia a 1a obtenida con ambos lotes
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de albendazol; aunque en el caso de los ensayos realizados frente a preadultos
y larvas emigrantes de T.spiralis, se obtienen eficacias muy similares para RBZ
y SKF-ABZ. Cuando la terapia experimental va dirigida hacia larvas enquistadas,
la diferencia de eficacia antihelmintica de ricobendazol y albendazol se hace m4s
evidente, resultando este dltimo mds eficaz.

Nuestros resultados pueden se comparables a los obtenidos por Pérez
Serrano, 1994, en un ensayo "In vitro" frente a protoexcélices de E.granulo-
sus, quien obtiene actividades similares para ABZ y ABZSO, aumentando esta

eficacia en la terapia conjunta,
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7.3.  EFICACIA ANTIPARASITARIA DE LAS NUEVAS FORMULACIONES
GALENICAS DE ALBENDAZOL Y RICOBENDAZOL.

7.3.1 SOLUCIONES LIQUIDAS.

Para la preparacién de las soluciones liquidas de estos firmacos se utilizé
el bafio de ultrasonidos como técnica de disolucién del albendazol en el vehiculo.
Para exaltar la solubilidad del albendazol, se recurre al empleo de cosolventes
y tensoactivos; obteniéndose mejores resultados ntilizando mezclas de transcutol®
(aceite liquido soluble en agua con alto poder de solubilizacién del albendazol).
La solubilidad del albendazol formulado como solucién liquida con alto
porcentaje de transcutol® (40%) en solucién tampén (Ph 1,2), resulté mayor de
8 mg/ml (S.Torrado, tesis doctoral, 1994).

7.3.1.1 Toxicidad aguda.

Este tipo de vehiculos usados en la preparacién tanto de emulsiones como
de soluciones, suelen ser los responsables de la toxicidad de estas formulaciones

(MERCH, 1989).

La DLy, de transcutol, administrado oralmente a ratas (informe de
MERCH) es 8,69 g/kg. Para obtener las soluciones de albendazol a Ph 1,2
utilizadas en nuestros ensayos biolégicos, se utilizé una dosis de transcutol® de
5 g/kg, correspondiente a la administracién de 100 mg/kg de solucién lfquida de
albendazol a ratones, conteniendo un porcentaje de transcutol® del 40 %.

Albendazol formulado como solucién oral, fue bien tolerado a las dosis
de 25 y 50 mg/kg {contenido de transcutol 1,25 y 2,50 g/kg respectivamente).
Sin embargo, la administracién de esta solucién a la dosis de 100 mg/kg
(contenido de transcutol®
5 g/kg) causé efectos adversos graves como rigidez muscular que, en su
consecuencia mas extrema, producfa la muerte del 50 % de los animales de
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experimentacion en el primer dfa de tratamiento.

La muerte de los ratones debe ser atribuida a la toxicidad intrfnseca del
excipiente de la solucién y no a la toxicidad intrinseca de la molécula de
albendazol, ya que la suspensién de albendazol en carboximetilcelulosa,
administrada a ratones en dosis iguales o superiores a 100 mg/kg, en ninguin caso
resulté letal para los ratones. Los efectos adversos observados después de la
administracidn de la solucidn de albendazol deben ser asociados con el vehfculo
mas que con el propio farmaco.

7.3.1.2 Evaluacién de la eficacia antihelmintica.

Se efectia un estudio comparado de los resultados obtenidos en los
ensayos farniacolégicos tras la administracidn de albendazol formulado como
suspension y solucién a ratones infestados experimentalmente con 300 + 50
larvas de T.spiralis/ratén. El estudio farmacocinético de estas formulaciones en
ratones (Figura 10), forma parte de la tesis doctoral de D? S.Torrado, 1994
(Departamento de Farmacia Galénica y Tecnologfa Farmacéutica), fruto de una
linea de trabajo conjunta,

En el plasma de ratones, no se detectaron concentraciones significativas
de albendazol, por lo que los ensayos farmacocinéticos fueron encaminados hacia
la determinacidn del perfil farmacocinético del metabolito activo ABZSO.

En las formulaciones del albendazol genérico (suspensién y solucién)
aparecen diferencias significativas en los valores de ABC,,, presentando el
GEN-ABZ niveles plasmiticos menores que la solucién correspondiente.

En la solucién lfquida se produce un desplazamiento de Tmax, aparece
antes; resultando menor de 1 hora, valor similar al obtenido por Martindale,
1993 en humanos, cuando la administracién del medicamento se realizaba en
ayunas. En otras especies animales se observa un Tmax mayor cuando se
administra junto a Ias comidas (Delatour y col.,1990a; Benoit y col.,1992). Estas
diferencias pueden ser atribuidas al efecto del vaciamiento gdstrico, sobre la
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absorcién de sustancias (Prieto y col.,1988).

La r4pida absorcién de la solucién lfquida del albendazol genérico
(5,3mg/ml) administrada a la dosis de 50 mg/kg, puede ser la responsable de la
baja actividad antiparasitaria obtenida con esta solucién administrada a las dosis
de 10,5 y 2,5 mg/kg frente a preadultos, con solo un 23,3 % de reduccidn en
relacién con el control no tratado (experiencia 1), En una segunda experiencia
frente a este mismo estado, en la que se administré una solucién lfquida mas
saturada de albendazol (concentracidn igual a 11,26 mg/mi) se obtuvieron
eficacias del 100 % para las dosis de 10, 5 y 2,5 mg/kg, disminuyendo esta
eficacia a un 15,4% cuando la dosis administrada se reducfa a 1 mg/kg. Esta
disparidad de resultados encontrados en dos experiencias totalmente iguales, a
excepcién de la concentracidn de la solucién Ifquida administrada, debe ser
producto de una modificacién del proceso de absorcidn del fArmaco, por un lado,
y en menor medida, por el efecto del vaciamiento gdstrico, ya que los
medicamentos se administraran con independencia de las comidas y en mayor
grado debido a que, en la segunda formulacién, se forzaron las condiciones de
solubilidad del albendazol en el vehfculo, pudiendo haberse producido una
precipitacién del albendazol en el tracto gastrointestinal tras la administracidn
oral, por un cambio en las condiciones del medio, Ello prolongarfa el tiempo de
permanencia del formaco en €l intestino, permitiendo alcanzar concentraciones

eficaces en las proximidades del pardsito.

Frente a larvas emigrantes la administracién de GEN-ABZ formulado
como solucién lfquida duplicé la actividad de GEN-ABZ, como demuestran los
porcentajes de reduccién del 60 % y 31 % alcanzados cuando SIGEN-ABZ se
administra a las dosis de 50 y 25 mg/kg respectivamente, frente al 29,5 %
obtenido con GEN-ABZ a dosis de 50 mg/kg.(Figura 19). Este incremento de
actividad por parte de la solucién l{quida se puede atribuir a la mayor biodisponi-
bilidad descrita con Ja nueva formulacién "SIGEN-ABZ" (valores de ABCqyy,
obtenidos tras la administracién de SIGEN-ABZ y GEN-ABZ a la dosis de 50
mg/kg, expresados en pghml de 82,21 y 45,12 respectivamente} es decir, se
produce un aumento en la biodisponibilidad del albendazol genérico formulado
como solucién lfquida de un 54,4 % respecto a la suspensidn del mis_mo.
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El incremento de la biodisponibilidad relativa de la SIGEN-ABZ, no solo
es debido a la mayor solubilidad de la formulacién, ya que tras la administracion
oral a ratones y aunque la molécula de albendazol sea totalmente soluble en el
solvente, esta puede precipitar en el medio gastrointestinal. La resolubilizacion
del farmaco, resulta dificil por ser poco soluble en medios acuosos, sin embargo,
el incremento en la biodisponibilidad y consecuente accién de esta nueva
formulacién sobre pardsitos sistémicos, puede ser debido a la capacidad
humectante del transcutol®, produciendo una diseminacién del precip'itado por el
tracto gastrointestinal, con la consecuente liberacién del principio activo. Este
hecho fue descrito anteriormente por Shaaya, y col.,1992, con otros foirmacos
poco solubles. Otra explicacién radica en el efecto promotor de la absorci6n
descrito en la administracién transdérmica de formulaciones conteniendo
transcutol® (Bovina, 1993); efecto que explicarfa también el gran éxito obtenido
con esta nueva formulacién de albendazol frente a larvas enquistadas de
T.spiralis, ya que se alcanzan porcentajes de reduccién préximos al 100 %
cuando se administra SIGEN-ABZ en dosis de 50 mg/kg (4,5 % de larvas
recuperadas de las cuales el 50,6% estaban muertas) (Figura 22), lo que
facilitarfa el acceso del albendazol al interior dei quiste.

Frente a larvas enquistadas la administracién de GEN-ABZ en dosis de
50 mg/kg resultd ineficaz, mientras que la administracién de SIGEN-ABZ en
dosis de 25 mg/kg mantenfa eficacias por encima del 30 % .

Respecto a la utilizacién de la solucién l{quida de SKF- ABZ en las
distintas fases del ciclo bioldgico de T.spiralis encontramos:

1.-  Frente al estado de preadultos se obtuvieron eficacias del 100 %
cuando SISKF-ABZ (10,86 mg/ml) se administraba a las dosis de 10, 5 y2,5
mg/kg, con un efecto similar al observado con SIGEN-ABZ (11,26 mg/ml) en
esta fase. Cuando la dosis administrada se reducfa a 1 mg/kg el % de reduccién
para la SISKF-ABZ fue un 9,2 % mayor que para la SIGEN-ABZ a esta misma
dosis, ello seguramente debido a la mayor actividad antiparasitaria descrita para
el albendazol patrén.

2.-  Frente a larvas emigrantes, la administracién de 50 mg/kg de



Discusidn.

SISKF-ABZ mostré un nivel de eficacia similar (alrededor del 40% ) al
obtenido con la suspensién de SKF-ABZ administrado a igual dosis, sin embargo
se produjo un incremento del 10 % en el niimero de larvas muertas recuperadas,
lo que supone una ligera mejora de eficacia tras la administracién de la solucién,
ademds la eficacia se mantenfa al reducir la dosis a 25 mg/kg (figura 20).

3.- Frente a larvas enquistadas, ai igual que ocurrfa con SIGEN-ABZ, se
obtuvieron los resultados mds satisfactorios; tras la administracién de dosis de
25 mg/kg la eficacia se mantenfa por encima del 50 %, alcanzéndose niveles
préximos al 100% cuando se duplicaba la dosis.

Estos resultados son ficilmente explicables si nos basamos en el
comportamiento farmacocinético comparado de la solucién y la suspensién de
SKF-ABZ (Figura 11); pues no se encontraron diferencias significativas en
cuanto a ABC (p> 0,05) entre ambos productos.

El valor de Cmax es significativamente mayor para la solucidn liquida
(p< 0,05), debido a la mayor solubilidad del albendazol en el vehifculo y al
efecto promotor de la absorcién det transcutol, lo que facilitarfa el acceso del
formaco al interior del quiste, reflejéndose en un aumento en la accidn
antiparasitaria frente a larvas enquistadas,

La diferencia de eficacia comparada entre la solucién liquida y la
suspensién de SKF-ABZ, resulta menor que en el caso de la solucién y
suspensién de GEN-ABZ, debido a las mejores caracteristicas biofarmaceiiticas

del albendazol patrén,

Por dltimo hacer hincapié, en la similitud de comportamiento tanto
farmacolégico como farmacotécnico de la solucién liquida de ambos albendazo-
les. Ausencia de significacién entre los pardmetros farmacocinéticos observados
(Cmax, Tmax, ABC) y similitud en la eficacia antiparasitaria frente a T.spiralis,
en las diferentes fases del ciclo biolégico, diferencias que si aparecen entre los
productos nativos, lo que reafirma la hipétesis de la presencia de polimorfos
inactivos en la molécula de GEN-ABZ, eliminados con la formulacién de

soluciones liquidas.
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En lo referente a la nueva formulacién de ricobendazol, objeto de
estudio, se muestra claramente superior al ricobendazol nativo, tanto frente a la
fase de preadultos como frente a larvas enquistadas de T.spiralis. En ambos
casos y a igualdad de dosis, SIRBZ revela mayores niveles de eficacia (figura 17
y 23). Frente a la fase de preaduitos, una dosis de SIRBZ de 10 mg/kg
proporciona una reduccién del 100 %, mientras que con la misma dosis de RBZ,
tan solo se consigue un 78 % . Del mismo modo, tras la administracién de una
dosis de 2,5 mg/kg se registra una eficacia del 47,84 % con SIRBZ y del 26,7
% con RBZ. La eficacia de RBZ administrado a 1 mg/kg es nula, mientras que
ésta se mantiene superior al 30 % cuando est4 formulado como solucién l{quida.
La explicacién serfa la misma que para las soluciones liquidas de ABZ, en las
cuales se suponfa la formacién de precipitado insoluble, en fluidos gastrointesti-
nales, tras la administracién oral.

Frente a larvas enquistadas la administracién de la SIRBZ, duplica la
actividad de RBZ (23,32 % de reduccién alcanzado con SIRBZ, en dosis de 25
mg/kg y RBZ, en dosis de 50 mg/kg). El incremento de eficacia mds notable se
produce tras la administracién de 50 mg/kg de SIRBZ, dosis a la que se obtienen
eficacias préximas al 100 %.

Respecto a larvas emigrantes, la administracién de SIRBZ, duplica la
actividad del RBZ,

De lo hasta aquf expuesto, se concluye que la actividad antihelmfintica,
tanto del albendazol como del ricobendazol, se ve incrementada por esta nueva
formulacién galénica, hecho que puede atribuirse a su mayor solubilidad, junto
con el efecto promotor de la absorcién del transcutol®, pardmetros que influyen
directamente en la biodisponibilidad de los firmacos.

Con esta nueva formulacién se puede conseguir ‘una accidon mds
pronunciada, lo que podrd ofrecer obvias ventajas sobre albendazol y ricobenda-
zol en el tratamiento de helmintos tisulares. Asf mismo, resulta un recurso
farmacotécnico muy itil para la formulacién de sustancias caracterizadas por la
presencia de formas cristalinas inactivas en su molécula,
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7.3.2 DISPERSIONES SOLIDAS.

Cuando un fdrmaco poco soluble en agua, se administra por vfa oral, la
velocidad de absorcidn se encuentra controlada por su velocidad de disolucidn
en el tracto gastrointestinal, en el caso de las dispersiones sélidas, mejora la
biodisponibilidad de los medicamentos poco solubles.

Un inconveniente que presenta esta nueva formulacién, es la limitada
estabilidad ffsica en el tiempo, debida a la higroscopicidad, lo que le hace
evolucionar hacia una forma m4s estable y por lo tanto existe una tendencia a
pasar de una forma amorfa, m4s soluble, a cristal. Esta evolucién se puede ver
reflejada en los resultados del andlisis calorimétrico diferencial realizados a
distintos tiempos (8. Torrado, 1994). En nuestro caso, la pérdida de estabilidad
fisica se produce a los tres meses, siempre que se almacene en condiciones de

ausencia de luz y humedad.

El método de obtencién de las dispersiones sélidas fue el de los
cosolventes, La formulacién de solubilidad mas exaitada resultd ser albendazol/
kolindén * 12, 1:40, hecho por el cual se selecciond para las pruebas farmacol6-
gicas, sin embargo, la necesidad de utilizar elevadas concentraciones de farmaco,
requerfa el uso de grandes cantidades de producto disvelto en pequefios
voliimenes de agua, por lo que decidimos utilizar la misma dispersién, pero en
el porcentaje 1:20. En las pruebas farmacoldgicas preliminares no se encontrd
diferencia de eficacia entre ambos productos,

Albendazol formulado como dispersién sélida, fue bien tolerado en todas

las dosis administradas.
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7.3.2.1 Evaluacién de la actividad antihelmintica.

Aligual que para las soluciones lfquidas, se efectiia un estudio comparado
de los resultados obtenidos en los ensayos farmacoldgicos, tras la administracién
de albendazol y ricobendazol formulado como suspensién y dispersién a ratones
infestados experimentalmente con T.spiralis.

Frente al estado de preadultos se produce un incremento en la actividad
antihelmintica del albendazol cuando este se administra en forma de dispersién,
Aunque este incremento de eficacia es superior para la DsGEN-ABZ ('se obtiene
una eficacia un 20 % superior al producto puro a las dosis de 5 y 10 mg/kg), los
mejores resultados se obtienen con DsSKF-ABZ ya que se producen eficacias
préximas al 100 % a la dosis de 5 mg/kg. (figura 16 y 17).

También es de destacar la eficacia superior al 30 % obtenida cuando
ambas dispersiones se administran a la dosis de 1 mg/kg, mientras que con los
productos puros, la actividad es mfnima a la dosis de 2,5 mg/kg.

Como ocurrfa en el caso del ricobendazol administrado como solucidn y
suspensién, al administrarlo como dispersién se obtuvieron eficacias similares a
la DsSKF-ABZ,

Esta nueva formulacién fue utilizada con anterioridad por Martinez
Fernéndez y col, en 1990 , utilizando en este caso mebendazol. Esta formulacion
se mostraba claramente superior al mebendazol cldsico, tanto frente a la fase de
preadultos como sobre larvas enquistadas de T.spiralis. Frente a preadultos, una
dosis de 3 mg/kg proporciona una reduccion del 94 % ( cuando el antihelmintico
se administraba en dosis fraccionadas a las 20, 24 y 28 horas p.i) 6 97 % en
dosis tnica, administrada a la 24 horas p.i, mientras que con la misma dosis de
mebendazol! solo se consigue un 52 %, en dosis dnica.o fraccionada, tras la
administracién de una dosis de 1 mg/kg (dosis dnica), se registra una eficacia del
63 % con la dispersién solida de mebendazol y del 26 % con mebendazol, lo que
supone un incremento de eficacia del 37 % , incremento similar al obtenido por
nosotros tras administrar la dispersién de albendazo! a la dosis de 1 mg/kg.
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El estudio farmacocinético de estas formulaciones se muestra en la figura
10 y 11. En el caso del albendazol genérico, las dispersiones sélidas, afectan a
la biodisponibilidad de éste calculada en funcién del ABC,4,, produciéndose un
aumento de un 237,3 %, asf como del Cmax, que también aumenta (p<0,001}
en un 238,5 %; sin embargo el Tmax no varia (p>0,005). Estos efectos no son
tan claros en el caso de SKF-ABZ, ya que por s{ mismo, posee unas buenas
caracterfsticas biofarmacedticas en comparacién con el genérico, la dnica
diferencia observada es en cuanto a Tmax, que aparece antes en la dispersién
sélida del albendazol patrén (p< 0,005).

Frente a larvas emigrantes con la administracién del albendazol genérico
en forma de dispersién a la dosis de 50 mg/kg, se obtiene un buen nivel de
eficacia, equiparable a la administracién de 100 mg/kg de producto puro (figura
19), hecho que se debe a que la dispersién sélida aumenta la solubilidad del
firmaco, ya que duran- te el proceso de solidificacién de la misma, la
polivinilpirrolidona si, se encuentra en una proporcién suficiente en relacién con
e) principio activo, no le deja cristalizar y se obtiene asf una forma amorfa mas
soluble y con mejor biodisponibilidad, efecto observado en el incremento del
ABC,¢, producido con la dispersidn sélida.

Sin embargo, cuando la DsGEN-ABZ se administra a la dosis de
100mg/kg los resultados no son tan satisfactorios, ya que solo se produce un
incremento de eficacia de aproximadamente un 8% en relacién con la administra-
cién de 1a mitad de dosis, probablemente debido al efecto aglutinante de la
polivinilpirrolidona, mds patente a esta dosis, o al fenémeno de sobresaturacién,
ya que se ha aumentado la cantidad de producto sin modificar el volumen de
vehfculo. Este hecho hace que se retrase la velocidad de disolucién y como
consecuencia la biodisponibilidad del albendazol se vea afectada.

Al utilizar SKF-ABZ en forma de dispersién sélida, en esta fase del
ciclo biolégico del pardsito, no se produce una mejora en la eficacia comparada
con el producto puro (figura 20), sin embargo se produce un incremento en el

porcentaje de larvas muertas recuperadas. Este efecto es explicable por las

mejores caracterfsticas hiofarmacetticas del SKF-ABZ y el similar perfil
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farmacocinético que presentan estas dos formulaciones.

En el caso del ricobendazol, la administracién de éste en forma de
dispersién no mejora su eficacia.

Frente a larvas enquistadas, no se obtuvieron resultados tan satisfactorios
como con las soluciones lfquidas. En el caso de la DsGEN-ABZ aunque se
produce una mejora en la actividad, esta no supera el 30 %.

En un estudio de la eficacia Ifmite del mebendazol sobre larvas
enquistadas (Martinez Ferndndez y col, 1979), se sefialé que tres dosis sucesivas
de 10 mg/kg/dfa producfan la muerte del 100 % de las larvas; tres dosis de 5
mg/kg reducfan su nimero en un 48 %. Con la dispersién sélida de mebendazol
esta segunda pauta de tratamiento se revela un 100 % eficaz (Martinez
Ferndndez, 1990). La diferencia entre ambas formulaciones es aun mas acusada
cuando el antihelmintico se administra en una sola dosis de 10 mg/kg; este
tratamiento con mebendazol no reduce significativamente el nimero de larvas,
mientras que con la dispersién de mebendazol se obtiene un 93 % de reduccidn,
resultado superiores a los obtenidos por nosotros debido a una mejor solubilidad
del mebendazol y la consiguiente repercusién sobre su biodisponibilidad.

En lo referente a esta nueva formulacién, tanto de albendazol como de
ricobendazol objeto de estudio, se concluye que aunque resulta un buen
antihelmfntico frente a pardsitos intestinales, esta no resulta tan eficaz para el
tratamiento de pardsitos sistémicos y tisulares.
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7.4. COADMINISTRACION DE ALBENDAZOL E INHIBIDORES MI CROSO-
MALES HEPATICOS.

La rdpida aparicién del sulféxido de albendazol en plasma es atribuible
a un efecto de primer paso hepatico, previo a Ia absorcién del albendazol; hecho
por el cual el albendazol solo se detecta en sangre en trazas. La coadministracion
de albendazol mds metirapona® (MTP) o metimazol® (MTZ) a ratones, no parece
afectar a la disposicién del albendazol; sin embargo tante MTP como MTZ a
través de su metabolito, actdan bloqueando el citocromo P450, a consecuencia
de lo cual, se produce una disminucién del efecto de primer paso hepdtico, con
enlentecimiento del proceso de sulfonacién y aumento del tiempo de reciclaje
plasma- fluido gastrointestinal de ABZSO, lo cudl, permitirfa una reduccién al
compuesto de partida y una posible presencia de éste en plasma.

El efecto de MTZ y MTP en el proceso de sulfoxidacitn del albendazol
varia cuantitativamente en las distintas especies animales, siendo significativa-
mente menor en ganado bovino que en ovinos, a igual concentracién de MTZ
(Lanusse y col..,1993). También se han descrito diferencias en cuanto a Ja dosis
administrada (Lanusse y Prichard, 1991); por lo que nuestros resultados resultan
dificilmente comparables cuantitativamente, con los obtenidos por otros autores,
al haber utilizado distinto modelo experimental (ratones), dosis y vias de

administracién.

Los ratios ABC ABZSO/ABZ y ABC ABZSO/ABZSO02, resultan buenos
indicadores de la modificacidn de la oxidacién hepética del ABZ y la relativa
abundancia de sus metabolitos en plasma.

En nuestras experiencias no hemos podido detectar 1a presencia de ABZ
en plasma, asf como, tampoco nos fue posible la determinacién de ABZSO2,
aunque actualmente estamos poniendo a punto una nueva columna que nos
permita la separacion de ambos metabolitos. Por ello, nos limitaremos a realizar
un andlisis cualitativo y especulativo de la influencia de los inhibidores en la

modificacién de estos cocientes.

El ratio ABC ABZSO/ABZ nos indicarfa una mayor biodisponibilidad
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del metabolito ABZSO, ya que los ABCs de ABZSO obtenidos tras el tratamien-
to con MTP y MTZ son significativamente mayores a los obtenidos tras el
tratamiento con ABZ solo (ABC ABZ en los tres casos lo suponemos similar ya
que no se detecté en ningin caso en plasma), lo que indicarfa un aumento del
cociente anterior; atin mds, el incremento en el tiempo de residencia del ABZSO,
asf como las altas concentraciones plasmdticas de ABZSO en tiempos tardios,
tras el tratamiento con ambos inhibidores, nos permite postular un retraso en la
aparicién de la sulfona (metabolito inactivo), lo cual se reflejarfa en un
incremento en el cociente ABZSO/ABZS02 ,en concordancia con lo expuesto
por Lanusse y col (1991), tras coadministrar MTP 6 MTZ con netobimin. En
consecuencia, cabe esperar un aumento en la actividad antiparasitaria de estas
asociaciones, debido a una mayor permanencia del metabolito activo, ABZSO,

en el organismo.

Mientras que las flavin monooxigenasas son las responsables de la
sulfoxidacién microsomal de ABZ a ABZSO en ovejas (Galtier y col,1986) y
ratas (Fargetton y col,1986). El sistema del citocromo P450, en una reaccidn
bifasica, es el responsable de la aparicién de la sulfona. MTP es un potente
inhibidor de la actividad enzimdtica del citocromo P450 (Tynes y col,1983) "in
vivo" no siendo asf "in vitro", lo que parece indicar que los cambios observados
en la farmacocinética del ABZ en presencia de MTP son debidos, "in vivo", a
una interferencia con la formacién de Ja sulfona (Lanusse, 1991)

Debido a que el grupo R-SO-R' ofrece un centro de asimetrfa, dos
enantiémeros antfpodos de ABZSO son posibles: (+) y (-) ABZSO, los cuales,
basdndonos en la terapéutica estereoquimica de otras sustancias, probablemente
tienen efectos bioldgicos distintos. El balance de los enantiémeros de ABZSO ha
sido estudiado en rumiantes ( Delatour y col, 1991) y en animales monogdstri-
cos, incluyendo el hombre ( Delatour y col, 1991b). En las distintas especies
animales se han encontrado diferencias en el ratio de los dos enantiémeros,
debido a la relativa contribucién de FMO y citocromo P450 a la sulfoxidacién
del albendazol (Delatour, 1991), sugiriendo que (-) ABZSO es substrato del
citocromo P450, mediado en la formacién de la sulfona, lo cual se correlaciona
con un aumento lineal de la proporcion de (+) ABZSO. En nuestras experien-
cias, coincidiendo con otros autores, (Lanusse y col, 1991) suponemos que el
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efecto del MTP en la oxidacién de ABZ, estd relacionado con la produccién de
(-} ABZSO y formacién de la sulfona, es decir, la administracién de ABZ/MTP
producirfa un incremento en el enantiomero () y una disminucién en la
formacién de {-) ABZSO y ABZS02, por bloqueo del citocromo P450; segtin
esto, en nuestra curva de concentraciones plasmdticas/tiempo (Figura 28) de
ABZ 100/MTP 30 (1 dosis), el aumento progresivo de la concentracidn de
ABZSO entre los tiempos 0-12 horas, seria mayoritariamente debido al (+)
ABZSO, mientras que en tiempos superiores a 12.horas, el incremento en las
concentraciones plasmdticas de ABZSO, se atribuyen al blogueo de la formacién

de sulfona,

El mismo comportamiento se observa tras administrar ABZ 50 /MTZ 3
a ratones "dosis tnica” (figura 27). Sin embargo, la contribucidn relativa de
ambos enantiomeros a la concentracién de ABZSO total, serfa distinta. MTZ es
substrato de FAD (Tynes, 1983), sistema enzimdtico encargado de la formacién
del enantiomero (+). También se le atribuye en su biotrdnsformacion, un
metabolito que se puede unir al citocromo P450, bloqueando la entrada de otros
sustrato (Kedderis, 1985). Basdndonos en estos hechos, en nuestro estudio
farmacocinético observarfamos un incremento en las concentraciones plasméticas -
de ABZSO entre los tiempos 0-12 horas, cuya mayor parte corresponderfa al (-)
ABZSO. A partir de las 12 horas, se producirfa un incremento en las concentra-
ciones plasméticas de ABZSO, debido al blogueo del citocromo P450 implicado
en la formacién de la sulfona, La administracién de MTZ atentia el efecto de
primer paso hepatico (retrasando el proceso de sulfoxidacidn), a consecuencia
de lo cual, se prolonga el tiempo de reciclaje plasma-fluidos gastrointestinales
de ABZSO, con la consiguiente reduccidn a ABZ. Esto harfa que el albendazol
debiera alcanzar otra vez el higado para oxidarse a ABZSQ y posteriormente a
sulfona, es decir, se producirfa un enlentecimiento en la formacién de sulfona.
Este efecto fue observado por Lanusse y col. (datos obtenidos de una publicacién
de 1991), con la coadministracién de netobimin junto MTP o MTZ, produciendo
una mejora en la biodisponibilidad de ABZ y ABZSO. Aunque albendazol no se
detecta en plasma, un retraso en la oxidacién es suficiente para modificar el
perfil farmacocinético de ABZSO e incrementar el ratio ABC ABZSO-

/ABZSO2,

267



Discusidn.

268

Una vez determinado el papel del MTP y el MTZ en la enan-
tioselectividad del ABZSO, explicado por el distinto mecanismo de actuacién de
los inhibidores utilizados, pasaremos a comparar las modificaciones producidas
en el comportamiento farmacocinético y farmacoldgico del albendazol, tras la
terapia conjunta con inhibidores, haciendo hincapié en las diferencias producidas,
asociadas a los diferentes regfmenes de dosificacion,

Tras la administracién de ABZ 50 mg/kg + MTP 30 mg/kg, se observa
una disminucién en la concentracién plasmdtica de ABZSO. Este hecho podrfa
ser explicado en base a:

- Una posible induccién enzimética por parte del ABZSO, debido a las
altas concentraciones de este metabolito, lo que producirfa un aumento en la
biosintesis del citocromo P450

- Una interaccién de tipo competitivo entre el farmaco y el inhibidor,
traducido en un desplazamiento del inhibidor de su sitio de unidn al citocromo
P450, haciendo posible la sulfonacién,

- Kato en 1962, sugirié que SKF-525A podrfa tener un efecto inhibidor
"inmediato”, manifestdindose un efecto inductor del metabolismo hepdtico
"posterior”; el efecto inductor inicial serfa el responsable del incremento
compensatorio, en la biosintesis de novo de enzimas metabdlicas. Este efecto
puede ser compartido por el MTP ya que ambos productos muestran similar
mecanismo de bloqueo.

Al administrar a ratones ABZ 100 mg/kg + MTP 30 mg/kg, el aumento
de las concentraciones plasmdticas de ABZSO es mds progresivo, no alcanzando
en ningiin momento concentraciones plasmaticas superiores a las alcanzadas tras
el tratamiento con ABZ 50 mg/kg + MTP 30 mg/kg, posiblemente debido a que
la dosis de albendazol utilizada en este caso, permite una sulfoxidacién parcial
,ya que el citocromo P450 dispondrd de lugares activos no ocupados por el
inhibidor, evitando asf, concentraciones plasmdticas de ABZSO suficientes para
desplazar al inhibidor con la consecuente autoinduccién del metabolismo,

Cuando utilizamos como inhibidor el MTZ, el comportamiento
farmacocinético al administrarlo junto con ABZ 50 y 100 mg/kg , es el inverso
al obtenido con MTP, Aunque las razones pueden ser andlogas a las expuestas
para MTP, no podemos concluir que asf sea pues, al tratarse de una sustancia
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distinta, actuando por un mecanismo supuestamente distinto, relacionado con una
primera inhibicién del sistema de FMO y un bloqueo complementario de la
actividad del citocromo P450, serfa necesario realizar un estudio mds exhaustivo
de las combinaciones fairmaco/inhibidor.

Ambos tratamientos ABZ+MTP y ABZ+MTZ producen cambios
sustanciales en el perfil farmacocinético de ABZS0, en comparacién con el
tratamiento control (ABZ). Las concentraciones plasméiticas de ABZSO
resultaron significativamente mayores, con incrementos de ABCs de 289,8 %
para ABZ 100 mg/kg + MTP 30 mg/kg y de 418 % para ABZ 50 mg/kg +
MTZ 3 mg/kg,, respecto 2 los tratamientos control. Cmax y el tiempo de
residencia de ABZSO también resultaron significativamente mayores en ambos
tratamientos (Figuras 27 y 28), lo que deberd traducirse en un aumento en la
actividad farmacolégica de estas asociaciones, en comparacidn con la terapia
tinica. Este hecho fue comprobado por nosotros en el modelo T.spiralis / ratén,
obteniendo incrementos de eficacia de un 41,23 % (p<0,001) para ABZ
50/MTZ 3 y 47,50 % (p<0,001) para ABZ 100/MTP 30, cuando ambos se
administraban en una dosis, en el estadio de larvas emigrantes (Tabla 38); 35,37
% (p<0,05), para ABZ50/MTZ 3y 40,3 % (p < 0,05) para ABZ 100/MTP 30,
cuando el tratamiento se realizé sobre larvas enquistadas (tabla 40).

Investigar el efecto de repetidas dosis de estas asociaciones de fdrmaco-
/inhibidor, en la evolucién de las concentraciones plasméticas de ABZSO resulta
interesante, dado el efecto inductor enzimdtico del albendazol observado por
Souhaili-El-Amri y col, 1988, en ratas, tras la administracion de dosis repetidas
de albendazol durante 10 dfas y el perfil farmacocinético observado en cabras,
tras Ja administracién de tres dosis consecutivas de albendazol cada 24 horas
(Benoit y col..,1992), en ambos casos, atribuido a un aumento en el proceso de
sulfonacién, Asf, en nuestras experiencias la administracién de dosis repetidas,
3 dfas de tratamiento, con ABZ (50 y 100 mg/kg) mds MTP 30 mg/kg y MTZ
3 mg/kg, produce una modificacion en las concentraciones plasmadticas, que para
la dosis de ABZ 100 mg/kg/MTP 30, supone una disminucion en el ABCqugs
respecto, al mismo tratamiento administrado una sofa vez (Figura 30). El mismo
estudio comparativo entre la administracién de ABZ SO0/MTZ 3, revela un efecto
similar (Figura 31A). Estas fluctuaciones en el ABC de ABZSO, producidas en

269



Discusién.

270

Ia terapia continuada durante 3 dfas, podrfan ser atribuidas al efecto anterior.

Partiendo de estos resultados, cabe esperar que la administracion conjunta
de una dosis adecuada tanto de fdrmaco como de inhibidor en dosis tnica,
mejore considerablemente la eficacia antihelmintica del albendazol.

En la terapia experimental frente a larvas emigrantes de T.spiralis se
alcanza un incremento de eficacia de un 41,23 % en la terapia conjunta
albendazol 50 mg/kg/MTZ 3 m'g/kg, en dosis tnicas, respecto a la administra-
cién de albendazol solo p< 0,0I. Este incremento resulta ser similar al
alcanzado al administrar albendazol durante 3 dias consecutivos (figura 32).

La administracién de albendazol/metirapona en dosis tinicas (un dfa de
tratamiento), supone una actividad antihelmintica (56,55%) similar a la
administracion de la misma dosis durante 3 dfas (65,81 %) p> 0,05 (figura 33).

Cuando estas asociaciones de fdrmacos fueron utilizadas frente a larvas
enquistadas de 7.spiralis se obtuvieron resultados menos optimistas, en cuanto
al reemplazo de la terapia continuada, durante tres dfas, por la terapia tinica
(figuras 34 y 35). Sin embargo, los resultados obtenidos con la terapia conjunta
albendazol/inhibidor, sf resultan satisfactorios respecto al tratamiento con
albendazol solo, ya que se obtuvieron eficacias superiores al 50 % con la terapia
conjunta (51,12% de reduccidn, en el caso de ABZ 50/MTZ 3 mg/kg y un 62,42
% con ABZ 100/MTP 30 mg/kg), llegando a alcanzarse eficacias superiores al
80% al administrar ABZ 100 +MTZ 3mg/kg y ABZ 75 + MTP 30 mg/kg
(figura 26),

Las mejoras obtenidas en cuanto a eficacia se refiere, tras la terapia
conjunta farmaco/inhibidor, no cabe duda que son debidas a una mejora en las
caracteristicas farmacocinéticas del ABZSO. Los mejores resultados obtenidos
frente a larvas emigrantes podrfan ser consecuencia de una mayor concentracién
en suero del metabolito activo frente a las concentraciones alcanzadas en el
miisculo esquelético; hecho contrario al observado en el caso de que el inhibidor
utilizado sea la cimetidina, el cual, puede ser mejor absorbido en el tejido
hepdtico y en el sistema biliar que en el torrente sangufneo. Esto podria explicar,
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el porqué se produce un aumento de las concentraciones biliares y en el fluido
quistico, pero no en suero, trasel tratamiento de Echinococcus, en humanos, con
albendazol y cimetidina (Wen y col.,1994),

Concluyendo, la administracién de albendazol junto con inhibidores de
su metabolismo, produce una mejora en las caracter{sticas farmacocinéticas de
éste, hecho reflejado en un aumento en los pardmetros biofarmacetticos
siguientes: Cmax, ABC g 4gy, asf como, un aumento en la actividad antihelmintica

frente a pardsitos sangufneos y tisulares.

Una alternativa a la terapia tnica con albendazol durante tres dfas
consecutivos de larvas migratorias, puede ser la combinacion de albendazol junto
con metimazol® 6 metirapona ® (dosis 3 mg/kg y 30 mg/kg respectivamente)
administrados en una tnica dosis, mientras que para el tratamiento de larvas
enquistadas resulta mas 1til la administracién de albendazo! mas inhibidores

durante tres dfas consecutivos,

En ambos casos, el incremento de eficacia cbtenido es superior cuando
el inhibidor utilizado es el metimazol®., aunque se alcanzaron actividades
antihelmfnticas superiores en el caso det MTP.

Experiencias con benzimidazoles, indican que la baja solubilidad, es la
causante de la gran variabilidad en su absorcidn y por lo tanto, en la respuesta
farmacolégica en distintas especies animales, incluyendo el hombre.,

La clave para intentar mejorar la actividad antiparasitaria de los
benzimidazoles, estarfa relacionada con un aumento en la biodisponibilidad oral
de estos. Una forma ejemplificada por la terapia combinada con cimetidina
(Wen, 1994), metirapona® y metimazol®? en nuestro caso, serfa mediante la
alteracién de su metabolismo; otra forma serfa mediante el aumento del proceso
de absorcién y distribucién a tejidos, por nuevos sistemas de liberacion
(liposomas..) o, en nuestro caso, mediante nuevas formulaciones galénicas

(dispersiones solidas, soluciones l{quidas).

Nuestros estudios preliminares en animales de experimentacion,
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demostraron que ambos, administracién de moduladores metabdlicos y nuevas
formulaciones, alteran la cinética y biodisponibilidad del albendazol, asf como,
establecen una mejora de la actividad antiparasitaria. Estos resultados animan a
una mejora en la farmacologfa del albendazol, mediante la optimizacién de la
terapia combinada de nuevas formulaciones de albendazol + modulador
metabdlico, aunque en nuestras experiencias, la coadministracién del albendazol
formulado como solucién liquida, a la dosis de 25 mg/kg junto con metimazol®
1,5 mg/kg o metirapona® 20 mg/kg no produjo mejora de la actividad antihel-
mintica frente a larvas migratorias. En el caso del tratamiento de larvas
enquistadas con SIGEN-ABZ 25 mg/kg mds metimazol * 1,5 mg/kg, se aprecid
un ligero aumento de la actividad antihelmintica, manteniendo una eficacia
superior al 50 % .

Aungue el efecto sinérgico en el caso de SKF-525A ha sido un éxito, su
uso se ha restringido dnicamente al campo experimental. La administracién
crénica de SKF-525A ha sido asociada a la hepatotoxicidad observada en ratas
(Tognoli y col,1959), tras 1a administracién de dosis superiores a 10 mg/kg/dia
y en perros (Dick y cof,1960). Holmes y Bentz en 1960, explican este
efecto,porque la interferencia de este inhibidor en un coenzima Q, implicado en
la transferencia electrénica, induce la acumulacién de material lipfdico en el
hfgado de los animales. Este efecto no ha sido observado por nosotros, en el
caso de la administracién de MTP o MTZ.
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8. CONCLUSIONES.,

PRIMERA

Mediante el empleo de Trichinella spiralis, como modelo experimental para la
valoracion de compuestos genéricos de albendazol, se ha detectado la no
bioequivalencia, entre un genérico y el producto que ostenta la patente, Esta no
bioequivalencia podrfa ser debida a la existencia, en el compuesto genérico, de
polimorfos inactivos.

SEGUNDA.

Del estudio de eficacia comparada de albendazo! (ABZ) y ricobendazol (RBZ),
frente a tres estados del ciclo biolégico de Trichinella spiralis se concluye que, frente
a preadultos y larvas emigrantes, la eficacia de ambos productos resuita similar, sobre
todo a dosis bajas. Frente a larvas enquistadas, ABZ resulta ser mas activo. Estos
resultados se corresponden con los pardmetros farmacocinéticos (Cmax, Tmax y ABC,.
sns Obtenidos para ambos farmacos.

TERCERA,

La formulacién de soluciones lfquidas de ABZ y RBZ, se traduce en un incremento
de su actividad farmacoldgica, siendo ésta especialmente importante frente a los estados
parenterales del pardsito. Esta mejora en la actividad antihelmintica es atribuible a una
mayor biodisponibilidad de los fdrmacos, por el efecto solubilizante y promotor de la
absorcién del Transcutol *,

CUARTA.

La formulacién en solucién liquida convierte a un genérico de ABZ inactivo en un
producto activo, con una eficacia antihelmintica y comportamiento farmacocinético
comparables al ABZ patrén, formulado de la misma manera. Este hecho refuerza la
hipétesis de la existencia de formas cristalinas inactivas en el producto genérico al estado

nativo,

QUINTA
La preparacioén de soluciones liquidas, con agentes solubilizantes y promotores de

la absorcidn, resulta por lo tanto, un recurso farmacotécnico muy dtil, en el tratamiento
de helmintosis tisulares, al incrementar notablemente la biodisponibilidad de los
farmacos y eliminar la presencia de polimorfos inactivos.
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SEXTA.

Cuando ABZ y RBZ se formulan como dispersiones sélidas en polivinilpirrolidona,
su actividad antihelmintica, en relacién con los productos nativos, aumenta
significativamente cuando se administra, a dosis bajas, frente al estado de preadultos.
Frente a larvas emigrantes y enquistadas no se observaron incrementos relativos de

eficacia .

SEPTIMA,
La coadministracién de ABZ e inhibidores de oxidasas microsomales, determina

cambios importantes en el perfil farmacocinético del ABZ, con un aumento significativo
de los pardmetros Cmax y ABCyy: 10 que se traduce en una mejora equivalente de su
actividad farmacoldgica. ‘

OCTAVA.

Frente a larvas emigrantes, la terapia dnica con ABZ, a la dosis de 50 mg/kg +
metimazo! ® (MTZ) 3 mg/kg 6 ABZ 100 mg/kg + metirapona ® (MTP) 30 mg/kg,
resulta mas eficaz que la administracién de ABZ sélo, durante tres dfas consecutivos.
Frente a larvas enquistadas, la administracién de ABZ + MTZ 6 MTP, durante tres dfas
consecutivos, resulta mas eficaz,

NOVENA.

De los dos inhibidores utilizados, si bien con MTP se alcanzan actividades
antihelmfnticas mas altas, los incrementos relativos de eficacia resultan claramente
superiores, cuando el inhibidor utilizado es el MTZ,.

DECIMA.

En nuestros experimentos, el uso simultdneo de dos recursos farmacotécnicos, como
es la administracién de ABZ en solucién Hquida, a dosis de 25 mg/kg, junto con MTZ
(1,5 mg/kg) 6 MTP (20 mg/kg), no mejord significativamente la actividad antihel mintica
de ABZ.

DECIMOPRIMERA.

Queremos destacar la idoneidad del modelo experimental utilizado, por permitir
estudiar en individuos homélogos, de forma simultnea y con alta reproductibilidad, la
actividad antiparasitaria de firmacos, en relacién a sus caracterf sticas biofarmacéuticas
y farmacocinéticas.
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