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RESUMEN

Las enfermedades parasitarias internas en pequefos animales son relevantes
en la practica clinica. Muchas de ellas son comunes y consideradas zoonosis.
El tratamiento y control de dichas enfermedades requiere un conocimiento
epidemiolégico de los parasitos y un entendimiento de las caracteristicas
farmacologicas y terapéuticas de las drogas antihelminticas disponibles en el
mercado. Su eficacia puede depender de la dosis, el/llos patégeno/s blanco,
el/los huésped/es, y el/los sitio/s de infeccion. El objetivo de este trabajo fue
evaluar nuevas estrategias terapéuticas basadas en la busqueda de
formulaciones alternativas de Albendazole (ABZ) y Albendazole Sulféxido
(ABZSO), para optimizar de esta manera la eficacia antiparasitaria y posoldgica
en caninos. Nueve perros fueron divididos en tres grupos (n=6) en forma
aleatoria siguiendo un disefio en bloque incompleto. Los tratamientos de las
formulaciones antiparasitarias a evaluar, se administraron en dos fases de la
siguiente manera: Fase |: Animales del grupo | (tratamiento A): recibieron 25
mg / kg de ABZ en un formulacién convencional (capsulas). Animales del grupo
Il (tratamiento B), recibieron 25 mg / kg de una formulacion de ABZ modificada
con Poloxamer. Los perros del grupo Il (tratamiento C) recibieron ABZSO en
una dosis equimolar a las de ABZ. Luego de 21 dias de periodo de espera, el
ensayo se repitio como Fase Il. En dicha fase los animales fueron reagrupados
en tres (3) grupos al igual que para la fase I, teniendo en cuenta que cada perro
recibiria tratamientos diferentes a los de la Fase anterior. Se recolectaron
muestras sanguineas durante 24 horas para luego ser analizadas por
Cromatografia Liquida de Alta Perfomance (HPLC). Los analitos estudiados en
plasma fueron ABZSO y ABZSO,. Se obtuvieron valores significativos
(P>0.001) de Area Bajo la Curva concentracion versus tiempo (AUC) (500%) y
Concentracion maxima plasmatica (Cmax) (487%) para el metabolito activo
ABZSO en el tratamiento C cuando se le compar6 con los tratamientos A y B.
Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en los parametros
farmacocinéticos (PK) entre los tratamientos A y B. Se concluy6é que la mayor
disponibilidad plasmatica obtenida en la formulacién utilizada en el tratamiento
C, se debe a una mayor disolucion de la molécula ABZSO en el pH gastrico, lo
cual se ha traducido en una mayor eficacia antihelmintica. Este estudio puede
contribuir a profundizar el entendimiento del comportamiento PK de ciertas
moléculas antihelminticas de la familia de los BZDs y a optimizar el control
antiparasitario en caninos.

SUMMARY

Internal parasitic diseases in small animals are relevant in clinical practice. Many
are common and some are considered zoonotic. The treatment and control of
parasitic disease requires epidemiological knowledge of the parasite involved
and an understanding of pharmacological and therapeutic characteristics of the
anthelmintic drugs available on the market. Their efficacy may depend on
dosage, the target pathogen(s), the host species and /or the site of infection. The
aim of this work was to evaluate new therapeutic strategies based on the search
of alternative formulations of Albendazole (ABZ) and Albendazole Suphoxide
(ABZSO) in order to optimise posology and antiparasite efficacy in dogs. In an
incomplete block design nine dogs (n=6) were randomly divided into three
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groups. Anthelmintic formulations to be evaluated were administered in two
phases as follows. Phase |. Group | (treatment A): animals received ABZ at 25
mg/kg of conventional formulation (capsules). Group Il (treatment B), dogs
received 25mg/kg of a modified poloxamer-ABZ formulation. Group Il (treatment
C) animals were treated with ABZSO in equimolar amount to ABZ doses. After
21 days of wash-out period the experiment was repeated (Phase Il). On phase I,
animals were regrouped in three (3) groups as on phase |, taking into account
that each dog would receive different treatments. Blood samples were collected
over 24h and subsequently analyzed by High Performance Liquid
Chromatography. ABZSO and ABZSO, were the analytes recovered in plasma.
Significant higher value (P<0.001) for area under curve vs time value (AUC)
(+500%), and maximun drug concentration (Cmax) (+487%) value for active
metabolite ABZSO, were obtained on treatment C when compared with
treatments A and B. It was concluded that the enhaced plasma concentration
profile obtained for the ABZSO formulation used in treatment C, was due to a
higher dissolution of ABZSO molecule in gastric pH, by which it is considered to
have higher anthelmintic efficacy. This experimental trial may thoroughly
contribute to understand the pharmacokinetics behaviour of some anthelmintic
molecules of BZDs family to enhace and optimise the anthelmintic control in
canines.
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1._INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Las enfermedades causadas por parasitos internos en caninos domésticos son
de alta relevancia en la salud animal y publica debido a que muchas de ellas
pueden enmarcarse dentro del término “zoonosis”; parasitos como Toxocara
canis y Ancylostoma caninum son los causantes en el hombre de los sindromes
de larva migrans visceral y cutanea respectivamente (Soulsby, 1982; Diez et al.,
1999). La tipica situacidén epidemiolégica se da en el suelo de parques publicos
de las ciudades que acostumbran a estar intensamente contaminados por
huevos infectantes, (Bowman, 2004).

Se considera que los géneros parasitarios mas importantes que se encuentran
en caninos y provocan enfermedad parasitaria y zoonosis son: Echinococcus
granulosus, Toxocara canis, Ancylostoma caninum, Dipylidium caninum, y
Spirometra spp, (Jacob et al., 1994). La diversificacidon del medio donde se
desarrollan las distintas actividades de los caninos urbanos, suburbanos y
rurales, lo que permite una variacion en la prevalencia de los distintos géneros.
Los relevamientos de la fauna parasitaria gastrointestinal de los caninos
domésticos en Uruguay datan de muchos afios, llevando a cabo el estudio de
fecas de animales que permanecian en el Instituto Antirrabico de Montevideo
(Carballo Pou et al., 1937). Dichos relevamientos, se han realizado por medio
de métodos coprolégicos (Saumell, 2003; Esteves et al., 1960-1961; Valledor,
2002) o por medio de bromhidrato de arecolina (Cabrera et al., 1990; Cabrera
et al, 1996; Rodriguez & Tramontano 1957). Otros relevamientos del
Laboratorio del Departamento de Parasitologia de la Facultad de Veterinaria de
Montevideo, (1761 muestras), encontraron Toxocara canis (48.30 %),
Ancylostoma caninum (30.0 %), Trichuris vulpis (17.3 %) y Dipylidium caninum
(19.9%). Ultimamente se concluyd que Ancylostoma caninum, presentd una
gran incidencia (53.7%), (Valledor et al., 2006).

En un relevamiento parasitario de la poblacion canina de un refugio en la zona
nordeste peri urbana de la ciudad de Montevideo, se muestrearon ochenta (80)
animales (durante un periodo de 2 meses) que habitaban casillas (42.5 %)
colocadas sobre tierra (suelos arenosos, humedos) 6 caniles (57.5 %), con
pisos lavables y otros de tierra. Los géneros parasitarios encontrados fueron
Toxocara spp. (2.5 %) con 21.25 huevos por gramo de materia fecal (h.p.g.)
promedio, Ancylostoma (70 %), con un h.p.g. promedio de 1401.25, Trichuris
spp. (43.5 %) con h.p.g. promedio de 43.75. En esta investigacion se concluyo
que no existia diferencia de parasitacion entre caninos con diferente habitat
(Valledor, 2002).

Ademas, se realizaron otros estudios basados en necropsias de caninos,
procedentes exclusivamente de la ciudad de Montevideo: treinta (30) caninos
(Holcman-Spector et al., 1985), cincuenta y un (51) caninos (Cabrera et al.,
(1987), y sesenta (60) caninos (Valledor et al., 2002); se examinaron tractos
intestinales de treinta (30) caninos urbanos de Montevideo, nueve (9) de la
ciudad de Florida y cincuenta y seis (56) rurales. De esta manera se pudieron
confirmar los hallazgos parasitarios de los estudios antes mencionados.

El tratamiento y control de las parasitosis internas de los pequefios animales
requiere conocimiento epidemiolégico del parasito involucrado y entendimiento
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de las caracteristicas de las drogas antihelminticas disponibles en el mercado.
Los antihelminticos benzimidazoles (BZD) y sus metabolitos derivados, debido
a su amplio espectro, baja toxicidad y costo, comprenden una familia de drogas
antihelminticas ampliamente utilizada en la terapia antiparasitaria en medicina
veterinaria y medicina humana (Sanchez Bruni et al., 2006; Scarpelli et al.,
1999). El interés basico para estudiar el nucleo quimico BZD como desarrollo
potencial de nuevos agentes quimioterapicos, surgié en 1950, cuando se
determiné que 5,6 dimetil-I-benzimidazol, conformaba una parte integral de la
estructura molecular de la vitamina B2, Estos resultados fueron de gran interés
y dieron origen a estudios que aportaron beneficios al tratamiento de las
enfermedades parasitarias. La primera droga BZD sintetizada fue el
Tiabendazole en la década de 1960, luego por diversas sustituciones quimicas
se obtuvieron los BZD metilcarbamatos, caracterizados por poseer un grupo
metilcarbamato en el anillo tiazol. El nucleo quimico BZD comprende un
sistema de 2 anillos (biciclicos), en los cuales un grupo benceno se fusiona en
las posiciones 4 y 5 del anillo imidazol (heterociclico). Se produce un rapido
intercambio de protones en el grupo amino (NH2) y el atomo de nitrégeno (N)
del anillo imidazol, dando origen a los tautébmeros | y Il, que son quimicamente
equivalentes. Esta equivalencia quimica refleja la trascendental importancia que
tienen los atomos de N ubicados en posicién 1 y 3 del anillo imidazol, debido a
que son los que confieren las caracteristicas acidas y basicas a la molécula
(Lanusse et al., 1993; Rew & Mckenzie, 2002). Si estos atomos se sustituyen
por otros grupos quimicos, se originan dos isbmeros no equivalentes con
diferentes caracteristicas quimicas. Por esta razén, sélo las posiciones 2 y 5,
respectivamente (imidazdlico y bencénico), fueron el objetivo para la busqueda
de nuevas moléculas con actividad antihelmintica; las sustituciones en
posiciones 2 y 5 han generado los compuestos mas potentes del grupo. Los
derivados que contienen un atomo de azufre en tales posiciones, poseen alta
eficacia contra nematodos gastrointestinales, broncopulmonares adultos y
estadios inmaduros, incluyendo también larvas inhibidas de la mayoria de los
nematodos gastrointestinales (Mc Kellar & Scout, 1990).

Los compuestos benzimidazolicos mas importantes responden a la siguiente
clasificacion farmacolégica: BZD Tiazoles: Tiabendazole (TBZ) vy
Cambendazole (CBZ). BZD Metilcarbamatos: Mebendazole (MB2Z),
Oxibendazole (OBZ), Albendazole (ABZ), Albendazole Sulféxido (ABZSO) 6
Ricobendazole (RBZ), Fenbendazole (FBZ) y Fenbendazole Sulféxido u
Oxfendazole (OXZ). BZD Tioles Halogenados: Triclabendazole (TCBZ)
exclusivamente fasciolicida; por ultimo los Probenzoimidazoles (proBZD): el
Febantel (FBT) y el Netobimin (NTB) (Lanusse & Pritchard, 1993); Boggio,
2008; Sumano & Ocampo, 2006). ElI ABZ es un compuesto antihelmintico BZD
Metilcarbamato efectivo contra nematodos gastrointestinales y pulmonares,
cestodes y trematodes (Campbell, 1990; McKellar & Scott, 1990). El RBZ 6
ABZSO es el metabolito activo del ABZ, siendo la unica molécula detectada en
plasma, presenta un amplio espectro de actividad frente a nematodos
pulmonares y gastrointestinales en diversas especies domésticas (Mc Kellar &
Scout, 1990; Sanchez Bruni et al., 2000). Otros estudios reflejaron ademas la
eficacia del ABZ y sus metabolitos frente al protozoo Giardia duodenalis en
humanos, (Oxberry et al. 2000), ademas el ABZSO 6 RBZ, poseen accion
ovicida contra Ascaris suum (Belo et al., 1999). La molécula madre ABZ se
metaboliza oxidandose a su metabolito activo sulfoxido para luego oxidarse
nuevamente en forma irreversible a su metabolito sulfona (ABZSO;)
basicamente inactivo (Lanusse et al., 1993)
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Figura I

Pasos metabdlicos propuestos para el ABZ y sus metabolitos. Los procesos de
oxidacion son mediados por la enzima flavin-monoxigenasa (FMO) y citocromo-
P450 (CY-P450 3A). Paso enantiomérico de ABZSO: los enantiomeros (-) y (+) en
perros fueron demostrados por Delatour et al., 1990. La potencia antihelmintica de la
droga madre y metabolitos estan representados como: (*) muy pobre o sin actividad,
(**) buena actividad y (***) muy buena actividad.

Adaptado de Sanchez Bruni et al., 2006.
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Fuente: Mc Kellar & Scott, 1990

Estas drogas son sustancias cristalinas estables y con alto punto de fusion
(223-304°C); ademas son relativamente insolubles en agua, benceno y éter,
pero muy solubles en alcohol y disolventes no polares (Towsend & Wise, 1990).
Son bases débiles (pK 6,8 y 7,8), por lo que se encuentran principalmente en
su forma no ionizada a pH plasmatico, lo que favorece su distribucion desde
plasma hacia diferentes tejidos, especialmente importante para el intercambio
reversible entre plasma y fluidos digestivos (Lanusse et al., 1993). El pasaje o
distribucion de droga / metabolito desde el plasma al tracto digestivo esta
impulsado por el gradiente de pH entre el plasma y los diferentes segmentos
del tracto gastrointestinal. Ha sido demostrado que este mecanismo tiende a
concentrar los metabolitos de ABZ (sulféxido y sulfonas) en el tracto
gastrointestinal, lo cual es particularmente importante en el caso del estdmago,
donde el pH mas acido que a nivel intestinal, favorece la “trampa i6nica” de la
droga (Lanusse et al., 1993; Sanchez Bruni et al., 2002). Es necesaria la
disolucion de las particulas en suspensiéon de la formulaciéon farmacéutica de un
farmaco BZD en los fluidos gastrointestinal, para facilitar la absorcién de los
mismos a través de la mucosa gastrointestinal y lograr una adecuada
biodisponibilidad plasmatica. La solubilidad de ABZ es de 0,01 mg / ml en agua
(Galia, 1999).

En rumiantes cuando una suspension antihelmintica es depositada en el rumen,
las particulas del farmaco se mezclan y se distribuyen en el contenido ruminal;
dicha distribuciéon probablemente se vea influida por la estratificacion de éste. El
gran volumen del rumen y la extensa permanencia del material alimenticio en el
mismo aumentan el tiempo de permanencia de diversas sustancias (Garcia
Sacristan, 1995), especialmente de los farmacos y, como consecuencia, hay
exceso de paso de los compuestos BZD al tracto gastrointestinal posterior. Por
lo tanto, se puede decir que el rumen actua como reservorio y prolonga la
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duracion del periodo de absorcion de los compuestos BZD (Baggot & McKellar
1994; Lanusse et al., 1993).

En caninos se ha demostrado que el tiempo de transito gastrointestinal es muy
corto (Garcia Sacristan et al., 1995), comparado con el de los humanos
(Ganong, 1995). Una vez que el antihelmintico se absorbe en el tracto
gastrointestinal, se distribuye rapidamente por el sistema circulatorio,
comenzando simultdneamente el proceso de biotransformacién necesario para
facilitar la eliminacién de estos compuestos y sus metabolitos. Una absorciéon
lenta y sostenida desde el tracto gastrointestinal y un prolongado reciclado
entre el plasma y el tracto digestivo son factores relevantes para optimizar la
eficacia antihelmintica de los BZD. En los animales no rumiantes, no se
produce el efecto reservorio de las drogas, pasando los BZD directamente al
estbmago donde se produce la “trampa idnica” antes mencionada (Sanchez
Bruni et al., 2006). Este es el motivo por el cual los compuestos BZD deben
administrarse en 4 6 5 dosis consecutivas para lograr su maxima eficacia.
Cuando a los antihelminticos BZD se los formula para administracion oral, el
bajo grado de solubilidad impacta directamente en la absorcion vy
consecuentemente en el porcentaje de eficacia. Esta baja solubilidad en agua
es una importante limitacion para la formulacion de los mas potentes
antihelminticos BZD metilcarbamatos, los cuales presentan una formulacion
clasica para su administracion via oral o intrarruminal segun la especie a tratar
(Lanusse et al., 1998; Sanchez Bruni et al., 2002).

Estudios in vivo han demostrado que la absorcién oral de los BZD depende de
su dilucibn a pH bajo, lo cual esta estrechamente relacionado a la tasa de
vaciado gastrico y transito intestinal (Lanusse et al., 1993: Sanchez Bruni et al.,
1999). Una dieta rica en grasas mejora la absorcion del ABZ en humanos
(Edwards et al., 1988), aunque esto no ha sido observado en perros. Los BZD
metilcarbamatos como el ABZ, son catalizados extensamente por un sistema
de oxidasas microsomales en todas las especies estudiadas (Alvarez et al.,
1999); las reacciones de biotransformacion mas importantes son la
sulfoxidacion y la hidroxilacion. El metabolismo de los BZD depende
fundamentalmente de las sustituciones presentes en la posicion 5 del anillo
BZD. Dicha posicion es la diana de las reacciones metabdlicas de primera fase.
El grupo quimico a sustituir en la posicién 5 del anillo BZD es particularmente
importante porque determina la velocidad de la biotransformacién y extiende la
permanencia del farmaco activo, lo que mejora la eficacia antihelmintica
(Sanchez Bruni et al., 2006; Lanusse et al., 2007). Existe una estrecha relacion
entre la formulacion farmacéutica, la via de administracién, la biodisponibilidad
sistémica y el efecto antiparasitario, de modo que a mayor biodisponibilidad del
farmaco activo, mayor eficacia antihelmintica (Lanusse et al., 1993). Por otra
parte, el amplio espectro de accion de los compuestos BZD queda determinado
por la presencia durante el tiempo suficiente de concentraciones toxicas de la
droga en el sitio de localizacion de los parasitos (Alvarez et al., 2000). Un pre-
requisito para la penetracion de una barrera biolégica para cualquier droga es
su capacidad de solubilizarse en un medio acuoso. Los compuestos BZD, como
el ABZy el FBZ, formulados como tabletas o suspensiones para administracion
oral, deben disolverse en el pH acido del estbmago, y ha sido demostrado que
la tasa de disolucidén puede ser alterada segun el tamafio de la particula
formulada (Sanchez Bruni et al., 2006).
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El mecanismo de accién intrinseco de estas drogas se basa en la disrupcién
progresiva de las funciones celulares basicas y en el bloqueo de la
polimerizacion de la tubulina de las células intestinales y tegumentales,
interrumpiendo las divisiones celulares del parasito (Martin, 1997; Lacey,
1990). Esto ocurre debido a la presencia de un grupo carbamato en la posiciéon
2 del nucleo BZD, lo cual es esencial para la actividad antimicrotubular (Lacey
et al., 1987). En todos los organismos eucariotas, la unidad estructural de los
microtubulos, es un dimero formado por subunidades de tubulina a y B. Los
microtubulos, ademas de formar parte de la estuctura del citoesqueleto,
participan en diversas funciones celulares, particularmente en la division
celular, el transporte de nutrientes y la excrecion de desechos metabdlicos
(Garcia Sacristan et al., 1995). Diferentes estudios de interaccion entre
moléculas de BZD vy tubulina, indican que estos compuestos se unen al
monomero de la subunidad B no dejando incorporar el mismo al polimero de
tubulina. De esta manera, las moléculas de BZD provocan una disrupcion en el
equilibrio microtubulo / tubulina, desencadenando su despolimerizacién. El RBZ
es la unica molécula desarrollada cuya formulacion permite, en forma de
solucion, la administracion parenteral en rumiantes (Sanchez Bruni et al., 1996)
y que tiene altos niveles de eficacia contra los nematodes thichostrongylideos
de mayor importancia econémica de los bovinos, incluyendo estadios
inmaduros o hipobi6ticos de algunos géneros parasitarios en particular y
ademas, conservando la actividad ovicida a partir de las 10-12 horas de su
aplicacioén (Steffan et al., 2000).

Se han estudiado diversas estrategias farmacolégicas para incrementar la
eficacia de los antihelminticos BZDs. Actualmente el metabolito RBZ esta
comercialmente disponible en Argentina, formulacibn desarrollada por
laboratorios AFFORD, como solucién dentro de una capsula blanda para
administracion oral en caninos (Saumell et al., 2007). Esta molécula es bien
tolerada por esta especie, y se caracteriza por no presentar efectos colaterales
adversos, ni aun en animales jovenes, enfermos o debilitados. Sin embargo,
estas drogas pueden resultar embriotdxicas o teratogénicas, dependiendo de la
posologia, la especie animal tratada y la etapa del desarrollo embrionario en la
que se encuentre; un estudio indicé el efecto teratogénico en ovejas luego de
una administracién oral durante la segunda y tercera semana de gestacidon
(Piscopo & Smoak, 1997). No se han encontrado estudios que corroboren
plenamente este efecto en caninos. La solubilidad de RBZ es de 0,062 mg / mL
en agua (Wu et al, 2005). El alto margen de seguridad, particularmente de
aquellos compuestos sustituidos que conforman los antihelminticos mas
potentes del grupo, se relaciona con la baja solubilidad de los mismos en el
fluido gastrointestinal y consecuentemente con la baja absorcién que les impide
alcanzar elevadas concentraciones en el plasma para provocar signos de
toxicidad. En caninos algunas moléculas BZDs pueden ser asociadas con
Praziquantel, para reforzar la actividad contra cestodos, especialmente frente a
Dipylidium caninum (Castagnolli et al., 1999).

Entre las principales estrategias para aumentar la velocidad de disolucién, se
encuentran la posibilidad de incrementar la superficie especifica disponible para
la disolucion (disminuir el tamafio de particula); modificar las propiedades
hidrodindmicas del medio (disminuir el espesor de la capa de difusion y
asegurar las condiciones de estanco o “sink”) y aumentar la solubilidad
aparente del compuesto en las condiciones fisioloégicas mas relevantes.
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Las dispersiones solidas (DS) estan siendo ampliamente utilizadas en el disefio
de nuevas formas farmacéuticas donde es necesario aumentar la velocidad de
disolucion del farmaco. Estos sistemas han sido definidos como “dispersiones
moleculares de uno o mas principios activos de baja solubilidad acuosa en una
matriz inerte (soporte), generalmente constituida por polimeros hidrofilicos
donde la liberacidon del farmaco es gobernada por las propiedades
fisicoquimicas del portador” (Chiou & Riegelman, 1971).

Si bien existe gran cantidad de datos publicados sobre dispersiones sélidas, los
mecanismos por los cuales estos sistemas aumentan la velocidad de disolucion
continuan siendo objeto de estudio y no son del todo claros o determinantes. La
razon para esto parece estar ligada a la complejidad de los procesos de
liberacion desde las dispersiones y la variedad de factores que pueden afectar
este ultimo fendmeno, incluyendo las propiedades del farmaco (solubilidad,
estado fisico, tamano de particula) y las propiedades del portador utilizado
para las dispersiones (solubilidad, hidrofilicidad, peso molecular y potenciales
interacciones droga — portador) (Georgarakis et al., 2007).

Diferentes materiales han sido evaluados como transportadores o carriers. La
primera generacién de DS involucraban el uso de carriers cristalinos (Sekiguchi
& Obi, 1964; Levy, 1963) y azucares (Kanig, 1964), mientras que la segunda
generacion incluye diferentes tipos de polimeros hidrofilicos como
polietilenglicoles (Janssens et al., 2008; Wang et al., 2004), polivinilpirrolidona
(Konno et al., 2008; Marin et al., 2002), entre otros.

En los ultimos afos, se ha comenzado a explorar el uso de agentes
surfactantes. Este tipo de dispersiones pueden ser binarias, farmaco -
tensioactivo (como portador) o ternarias, donde a la dispersion tradicional
farmaco — polimero hidrosoluble se le agrega un agente surfactante. En este
caso, el incremento de la velocidad de disolucién estaria relacionado con un
aumento de la humectacion de las particulas favoreciendo el contacto entre
éstas y el medio, y también con un posible efecto de solubilizacion micelar.
Estas dispersiones se pueden clasificar como de tercera generacidn
(Vasconcelos et al., 2007).

En el presente trabajo de tesis se evalu6 el uso de Poloxamer 188 (P 188)
como carrier en dispersiones solidas conteniendo ABZ. Se prepararon y
evaluaron dispersiones de ABZ con este transportador en diferentes
proporciones. Se desarrolld6 una matriz con este transportador (Facultad de
Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Coérdoba, Republica Argentina),
para ser utilizada como base de una de las formulaciones de ABZ. El
Poloxamer pertenece al grupo quimico de surfactantes no iénicos de co-
polimeros de polioxietileno-polipropileno, los cuales han sido usados
ampliamente como excipientes en la humectacién, favorecedores de Ila
superficie de adsorcion y solubilizacién de diversos agentes. El segmento de
polioxietileno es hidrofilico, mientras que el segmento polioxipropileno es
hidrofébico. Todos los Poloxamers son quimicamente similares en su
composicion, difiriendo solamente en la cantidad relativa de 6xidos de propileno
y etileno que son adicionados durante su preparacion. No son metabolizados
en el organismo (Collet & Popli, 2000) y se utilizan en formulaciones
farmacéuticas de administracion oral, parenteral y tépica; generalmente se
admite que carecen de toxicidad y que no son irritantes. Este agente
transportador presenta un bajo punto de disolucién (52 — 57°), propiedades

created with
¥ .2 PDF
N nitro

dawnload the free trial

professional
online at nitropdf comd profassicnal



*

surfactantes y una amplia seguridad para ser utilizado por via oral (Collet &
Popli, 2000; Vilhelmsen et al., 2005; Zhai et al., 2008).

Hipétesis:

1. El metabolito ABZSO administrado por via oral en caninos posee un
comportamiento  farmacocinético (PK) similar al logrado por la
administracion de su droga madre (ABZ).

2. ElI PK del ABZ seria favorecido por la incorporacion del Poloxamer P188 a la
formulacién.

Objetivo:

El objetivo de este trabajo fue estudiar la cinética plasmatica de una
formulacién antiparasitaria basada en ABZSO como principio activo y
compararla con 2 formulaciones a base de ABZ, con el propésito de investigar
nuevas estrategias terapéuticas antihelminticas en la utilizacion de estas
moléculas.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Animales:

Para el estudio PK se utilizaron tres (3) grupos de perros sanos libres de
endoparasitos, raza labrador de pelo corto (n = 9*%), un (1) macho y ocho (8)
hembras no gestadas con edades comprendidas entre 2 y 4 anos, (41 £ 1,87
kgs), procedentes del plantel de perros, division narcéticos, de la Armada
Nacional Uruguaya. Los animales presentaban un estado nutricional de
acuerdo a los estandares morfoldgicos, se tomaron parametros fisiologicos al
comienzo del experimento y antes de la administracién de las drogas en
ensayo. Todos los animales estaban libres de parasitos gastrointestinales, para
lo cual fueron evaluados desde el punto de vista parasitologico mediante tests
de coprologia parasitaria (Thienpont et al., 1979), los dias -21, -14, -7 y -1.
Durante el periodo experimental cada animal estuvo alojado en caniles con
suelo impermeable y buen drenaje, recibieron una alimentacién basada en
alimento balanceado y agua ad libitum. Los protocolos y manejo de los
animales fueron aprobados por el Comité de Etica de la Facultad de Veterinaria
(UdelaR), Montevideo Uruguay. (http:// www.fvet.edu.uy).

La muestra fue acotada siguiendo las tendencias mundiales de bioética
2.2 Drogas utilizadas en el estudio

Para el estudio farmacocinético se utilizaron estandares internos de
Albendazole (ABZ), ABZ-sulfoxido (ABZSO), ABZ-sulfona (ABZSO32) vy
Oxibendazole (OBZ).

Los animales recibieron aleatoriamente tres formulaciones a base de ABZ:
formulacién A: tradicional de ABZ en tabletas, formulacién B: ABZ en tabletas
modificada con Poloxamer P188 (1:1) y formulacion C de ABZSO en tabletas
proporcionada por el Laboratorio AFFORD, Argentina. La formulacién B fue
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preparada a partir de 200 mg de droga pura (ABZ), la cual fue sometida a
diferentes procesos quimicos llevados a cabo en el Departamento de Farmacia
de la Universidad Nacional de Cérdoba, Republica Argentina.

2.3 Diseno experimental

2.1.3 Organizacion de los grupos de animales y administracion de las
drogas.

Los animales utilizados en el ensayo se agruparon al azar en tres grupos (n=3)
(Grupo I: animales #1, #2, #3; Grupo Il: animales #4, #5, #6; Grupo lll: animales
#7, #8, #9), los cuales recibieron tres diferentes tratamientos siguiendo un
disefio en bloque incompleto.

Cada tratamiento experimental (formulaciones B y C) fue administrado en dos
(2) fases, a seis animales (n=6) del total de los nueve perros participantes en el
ensayo. En la Fase I: los animales asignados al Grupo | recibieron una
formulacién convencional, no experimental, de ABZ en tabletas a la dosis de 25
mg/kg (Tratamiento A), los animales del Grupo Il recibieron una formulacion
experimental de ABZ modificado con Poloxamer P188 (1:1) (Tratamiento B) en
tabletas a la dosis de 25 mg/kg, los animales correspondientes al Grupo Il
fueron tratados con ABZSO (Tratamiento C) a una dosis equimolar a la del ABZ
convencional.

Luego de un periodo de espera equivalente a 21 dias, el ensayo se repitid
como Fase Il. En dicha fase los animales fueron reagrupados en tres (3)
Grupos al igual que para la Fase |, teniendo en cuenta que cada perro recibiria
tratamientos diferentes a los de la Fase anterior.

2.4 Muestras sanguineas

En ambas fases se extrajeron muestras sanguineas de la vena safena de los
animales antes (hora 0) y después de las administraciones de las drogas (0,25;
0,5; 1; 2; 4; 8; 12; 18; y 24 hrs.), mediante la utilizacion de un catéter 18G; las
mismas fueron transferidas a tubos heparinizados inmediatamente luego de su
extraccion.

Se obtuvieron los plasmas respectivos mediante centrifugacion a 3000 g
durante 15 minutos, luego los mismos fueron transferidos a tubos plasticos
debidamente rotulados, los cuales fueron congelados a una temperatura de -
20°C en el Laboratorio de Farmacologia, Facultad de Veterinaria, UdelaR. A
parte de las muestras de los animales del ensayo, se obtuvieron muestras
sanguineas de diferentes perros (no utilizados en el experimento), que no
habian recibido BZD durante los sesenta (60) dias anteriores a las
extracciones, dichas muestras fueron sometidas al mismo tratamiento de
centrifugacién y congelado antes mencionado, siendo rotuladas como plasmas
blanco.

Todas las muestras congeladas fueron analizadas mediante Cromatografia
Liquida de Alta Performance (HPLC) en el Laboratorio de Farmacologia de la
Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires, (UNCPBA),
Tandil, Republica Argentina.
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2.5 Procedimientos analiticos

Las muestras de plasma blanco procedentes de perros libres de drogas de tipo
BZD fueron analizadas para comprobar la inexistencia de sustancias extrafas,
para esto se realizaron extracciones con acetonitrilo liposoluble, metanol HPLC
y agua HPLC libre de impurezas (Mallinckrodt Chemicals).

A partir de diluciones de estandares de ABZ, ABZSO y ABZSO,: 1/1000 —
1/100 — 1/10, se obtuvieron soluciones madre de (10 pg/mL). Dichas soluciones
fueron mezcladas tomando 1 mL de la dilucion de 100 pg/mL de cada una
utilizando pipetas automaticas. Luego se adicionaron 7 mL de Metanol.

2.6 Analisis de los metabolitos de ABZ
2.6.1 Proceso de extraccion solida *.

Los metabolitos ABZSO y ABZSO, asi como el OBZ utilizado como estandar
interno, fueron extraidos de los plasmas (Sanchez Bruni et al., 2002; Lanusse
et al.,, 1991), utilizando columnas C18 (carbono 18), (Strata Phenomenex)
descartables.

En este proceso se utilizé un sistema generador de vacio con capacidad para
24 columnas de C18 (dichas columnas fueron acondicionadas siguiendo los
siguientes pasos:

a. Agregado de 1 mL de metanol HPLC (Mallinckrodt Chemicals), aplicacion de
presion de vacio hasta cinco minutos.

b. Agregado de 1 mL de H.O HPLC, aplicacién de presion de vacio

c. Agregado de 0,5 mL de la muestra mediante pipeta Pasteur, aplicacién de
presion de vacio hasta su vaciado.

d. Extensién de tiempo de vacio durante cinco (5) minutos para lograr un buen
secado y la retencidén de la muestra en el C18 de cada columna.

e. Elusién con 1,5 mL de metanol HPLC vy recoleccién de la muestra en tubos
de vidrio, debidamente rotulados colocados debajo de cada una de las
columnas.

Las muestras fueron sometidas a evaporaciéon con N2 durante veinte (20)

minutos a una temperatura de 45°C, para posterior reconstitucién con 200 L
de fase movil.

* Anexo: Fotos 3, 4 y 5.
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2.7 Analisis por HPLC:
2.7.1. Preparacion de la fase movil para Cromatoégrafo **

Composicion de la fase movil: acetato de amonio (buffer) y acetonitrilo
(solvente). Equipos necesarios: balanza de precisiéon, pHachimetro, cuba con
electrodo y agitador electrénico.

En la balanza de precision se pesaron 1,93 g de acetato de amonio y 0,1 g de
azida soédica (antifungico); se agregd un litro de agua deshionizada y se
sometié a un agitador electrénico durante unos segundos. Luego se ajusto el
pH de la solucion utilizando HCI al 37% o NaOH al 5%, hasta lograr un valor
adecuado de 6,6.

Se filtr6 la solucion final mediante filtro de nylon para particulas de 0,45 p. El
buffer asi obtenido se almacend en frasco color caramelo para su proteccidon
contra la luz.

2.7.2. Procedimiento de Resuspension y Recuperacion

Los tubos de vidrio conteniendo la muestra sometida a evaporacion con N2 se
resuspendieron con el agregado de 200 yL de acetonitrilo, mediante pipeta
automatica graduada en pL.

Las muestras experimentales (plasmas blancos y plasmas con BDZ), fueron
analizadas por Cromatografia Liquida de Alta Perfomance (HPLC) con detector
ultravioleta. Para ello se inyectaron cincuenta (50) puL de cada muestra
previamente extraida y los analitos eluidos (flujo 1,2 mL/min) de la columna
analitica (5 pm, 250 mm x 4,6 mm, columna C18), usando un método lineal de
gradiente (Sanchez Bruni, 1995).

Los compuestos (ABZ, ABZSO, ABZSO, y OBZ) fueron identificados mediante
los tiempos de retencion segun los estandares puros de referencia. Las
muestras blanco indicaron el pico de retencion correspondiente con el agregado
de estandar OBZ, mientras que las muestras experimentales detectaron picos
de ABZ y sus analitos en los tiempos de retencién estudiados en la validacion
del método experimental.

Las curvas de calibracion para cada analito fueron construidas mediante
analisis de regresion lineal de minimos cuadrados, lo cual estimo un coeficiente
de correlacion (r) entre 0.9987 y 0.9995. Los limites de cuantificacion (QL)
fueron 0.01 pg/mL (ABZ y ABZSO) y 0.03 pg/mL (ABZSO,).

** Anexo. Fotos 6a 11

2.8 Analisis Farmacocinético

Las curvas de concentracidén vs tiempo para los metabolitos ABZSO y ABZSO,
en los plasmas de cada animal, fueron calculadas utilizando un software PK
Solution 2.0 (Summit Research Services, OH, USA). La descripcién de las
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curvas bioexponenciales de la concentracion vs tiempo para los analitos
ABZSO y ABZSO;, luego del tratamiento via oral, fueron calculadas mediante la
siguiente ecuacion (Notari, 1987).

Cp = Be-;\Zf _ Be-l“

Donde: Cp es la concentracion en plasma en el tiempo t luego de la
administracion (pg/mL); B es la concentracion en tiempo cero extrapolada
desde la fase de eliminacion (ug/mL); e es la base del logaritmo natural; Az es el
gradiente terminal (h-1) y A4 es el gradiente obtenido por el ajuste el cual
representa ya sea la constante de absorcion de primer orden (A4) o la tasa
constante de primer orden de formacion del metabolito (Asor) (h™). La vida media
de eliminacién (t1242) y absorcidn (t1241) o las vidas medias de formacion de los
metabolitos (t12A40r) fueron calculados como In2/k; y In2/34, respectivamente.

El pico de concentracion Cmax y Tmax fue demostrado mediante el ploteo de
las curvas de concentracion vs tiempo para cada analito. El area bajo la curva
(AUC) vy el area bajo la curva primer momento (AUMC), fueron calculadas
mediante la regla linear trapezoidal (Gibaldi & Perrier, 1982).

-1

< ti+1 B ti Clast ' tlast Clast
AUMC(O—I) - Z 2 (Citi +Ci+1ti+1) + 2 + ;{2
i=0 z

z

El tiempo medio de residencia (TMR) fue determinado como AUMC/AUC.

2.9 Analisis estadistico

Los diferentes parametros farmacocinéticos obtenidos de area bajo la curva
(AUC), Tmax y Cmax para los analitos ABZSO y ABZSO,, fueron comparados
mediante test de ANOVA. Un valor de P<0.05 fue considerado estadisticamente
significativo.

3. RESULTADOS

La droga madre ABZ no fue detectada en plasma luego de los tres tratamientos
ensayados. El ABZSO fue detectado en plasma durante 12 horas (formulacién
A) y 24 horas (formulaciones B y C). Las curvas farmacocinéticas plasmaticas
comparativas luego de la administracidon oral de las tres formulaciones
diferentes de ABZSO se muestran en la Fig. Il.

La Tabla | resume los parametros PK de las tres diferentes formulaciones de
ABZSO y ABZSO; obtenidos Iluego de la administracion oral. El
comportamiento PK del ABZSO, medido en términos de AUC, luego de su
administracion (formulacion C) fue significativamente mayor (P<0.07), cuando
se le compar6 con los obtenidos de las formulaciones A y B. La disposicion
farmacocinética de ABZSO, (metabolito inactivo) luego de la administracién de
las tres formulaciones ensayadas se muestran en la Fig. Ill.

created with
¥ .2 PDF
N nitro

dawnload the free trial onl

professional
line at nitropdf.com/ profassional



15 -
14
13
12 4
11 4

ABZSO Plasma concentration ug/mL

)

—e— ABZSO
—&— ABZSO
ABZSO

N

B Jik

Formulacion “A”
Formulacion “B”
Formulacién “C”

10 12 14 16
Tiempo (h)

T
18 20 22 24 26

Figura Il: Perfiles plasmaticos comparativos (media £ DS) (n = 6) para el ABZSO
luego de la administracion oral de dos diferentes formulaciones derivadas de ABZ.
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Figura lll: Perfiles plasmaticos comparativos (media £+ DS) (n = 6) de ABZSO»

obtenidos luego de la administracion oral de dos diferentes formulaciones derivadas
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4. DISCUSION

Cuando un farmaco o molécula biolégicamente activa, se administra en una
forma farmacéutica convencional (tableta, inyectable, etc.), el farmaco es
liberado rapidamente y sin restricciones en el organismo. Las propiedades
fisicoquimicas del mismo (solubilidad, ionizacion etc.), condicionan su eventual
absorcion a través de las membranas biolégicas y por lo tanto su
biodisponibilidad. Esto puede traer aparejado una disminucion de la efectividad
de la farmacoterapia y en numerosas ocasiones la aparicion de efectos
adversos. Los efectos farmacolégicos de una droga se pueden observar
generalmente luego de un corto periodo de tiempo luego de su administracion.
Sin embargo, entre la administracion y el efecto farmacolégico, la droga debe
cruzar barreras biolégicas, lo cual se realizara en forma rapida o mas
lentamente, dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de la molécula
administrada y de la naturaleza de la barrera biologica (Sanchez Bruni, 2006).

La baja hidrosolubilidad de los BZD puede limitar la absorciéon durante el
transito gastrointestinal (McKellar & Scott, 1990; McKellar et al., 1990) lo cual
puede corresponder al menor tiempo de dicho transito en el perro cuando se lo
compara con otras especies domésticas, como por ejemplo el rumiante
(McKellar et al., 1993). Se piensa que la tasa de disolucién de los BZD en el
estdmago de diferentes especies animales es extremadamente importante para
alcanzar una adecuada absorcién y por consiguiente buena disponibilidad,
secrecion gastrointestinal retrégrada y elevada eficacia clinica. La baja
absorcion Gl y la falta de solubilidad en agua son importantes limitantes para la
formulacién, biodisponibilidad y eficacia de los antihelminticos BZD. Se han
desarrollado pro-drogas (pro-BZD), para sortear algunos de los mencionados
inconvenientes lo cual conforma los avances mas novedosos en la busqueda
de moléculas BZD alternativas.

Si se tiene en cuenta que los compuestos BZD (por ejemplo ABZ 6 FBZ) se
formulan mayoritariamente en forma de suspension o tabletas, entonces el
primer paso sera la disolucion de la formulacién (fase farmacéutica); la tasa de
disolucion puede verse alterada de acuerdo al tamafno de la particula en dicha
formulacién. La droga disuelta es absorbida y simultaneamente, se ponen en
juego los procesos de distribucion, metabolismo y eliminaciéon (fase
farmacocinética). Los compuestos BZD llegaran al sitio donde se ubica el
parasito blanco en concentraciones variables, de acuerdo al tejido de
localizaciéon del mismo. Aun llegando al sitio (tejido / fluido) donde habita el
parasito, todavia el farmaco tiene que penetrar al interior del mismo y reconocer
su receptor. Una vez que el antihelmintico fue absorbido en el tracto Gl, es
rapidamente  distribuido por el sistema circulatorio comenzando
simultaneamente el proceso de biotransformacién necesario para facilitar la
eliminacion de estas drogas y/o sus metabolitos. En consecuencia, estas
drogas tienen un mayor tiempo para intercambio (distribucion reversible) entre
plasma y tracto GlI, lo cual es muy importante para alcanzar concentraciones
adecuadas en el tracto digestivo y prolongar la exposicion de los parasitos
localizados en el mismo, a niveles de droga que les son toxicos. A diferencia de
los rumiantes en donde el rumen actua como reservorio de droga y explica el
porqué de una sola administracion, los monogastricos necesitan tratamientos
multidosis. Si se compara la permanencia en plasma del metabolito activo
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ABZSO entre un rumiante y un canino luego de la administracion de ABZ, se
puede observar que en el primero las concentraciones del metabolito activo
pueden permanecer entre 36 y 72 hs post-tratamiento, alcanzando el pico
maximo plasmatico (Cmax) entre 10 y 12h post tratamiento. Sin embargo
periodos de deteccion significativamente mas cortos fueron observados en el
canino en donde el metabolito ABZSO fue detectado en plasma solamente por
16 h luego de la administracion de ABZ a la dosis recomendada de 25 mg/kg.
Esto reafirma el concepto que para tener una eficacia cercana al 100% sobre
parasitos maduros e inmaduros de caninos y felinos, son necesarias
concentraciones sostenidas de droga en el sitio de infeccion parasitaria, lo cual
se logra solamente administrando estas moléculas durante 3 a 5 dias
consecutivos.

En la ultima década se han caracterizado diversos factores que afectan los
procesos farmacocinéticos de diversas drogas antihelminticas en diferentes
especies. Es asi que la caracterizacién de factores como la dosis, la via de
administracion, la formulacién farmacéutica, el tipo de dieta, la edad, el ayuno,
el sexo y la raza, demostraron alterar notablemente la cinética de disposicion y
como consecuencia la eficacia clinica de la mayoria de las moléculas
antiparasitarias. Aumentar la biodisponibilidad de droga activa es una estrategia
farmacolégica que coopera en la optimizacion del tratamiento. Cualquiera sea
el sistema seleccionado el objetivo perseguido es el de mantener
concentraciones plasmaticas y tisulares sostenidas en funcion del tiempo,
buscando la practicidad de la administracibn en forma de monodosis en
detrimento de las multiples dosis requeridas para el tratamiento de
monogastricos, incluido el ser humano.

En este trabajo de tesis el ABZSO formulado en tabletas, fue absorbido en
mayor medida cuando fue comparado con las absorciones de las formulaciones
del ABZ tradicional y ABZ con Poloxamer P188 (Figura |). Los compuestos
Benzimidazoles como el ABZ formulado en tabletas deben disolverse en un pH
bajo gastrico, ha sido demostrado que la tasa de disolucién puede alterarse de
acuerdo al tamafio de la particula (Hennessy, 1993). En caninos la combinacion
de ABZ con Poloxamer (formulacién B) deberia haber podido atravesar la
porcion del intestino delgado con mayor capacidad de absorcién, para lograr
una disolucién completa y liberacion del principio activo, para luego ser
absorbido y distribuido a través del organismo, metabolizado y eliminado
(Zerrouk et al. 2001).

Los estudios farmacocinéticos comparativos realizados indicaron en este
ensayo, valores significativos de area bajo la curva (AUC) (P>0.001) (+500%) y
una Cmax (+487%) para el ABZSO de la formulacion C, cuando fueron
comparados en forma estadistica con las formulaciones A y B, luego de una
unica administracion oral.

Cuando el ABZSO fue administrado en forma de tabletas en una unica dosis, el
metabolito activo (ABZSO) y el metabolito inactivo (ABZSO,), fueron los
principales metabolitos detectados en el plasma hasta 24 horas post
administracion de la formulacién C (Tabla I).

created with
¥ .2 PDF
N nitro

dawnload the free trial

professional
online at nitropdf comd profassicnal



Luego de la administracion de la formulacion C, se midieron en la circulacién
sanguinea sistémica niveles de concentracibn y picos mas altos
correspondientes al ABZSO, cuando se le compar6 con aquellos
correspondientes a la administracion de las formulaciones A (ABZ
convencional) y B (ABZ con Poloxamer). Este aumento se relaciona con las
caracteristicas fisicas y quimicas del metabolito activo ABZSO, cuando se le
compara con su droga madre ABZ (formulaciones Ay B).

Se ha descrito que la solubilidad acuosa de ABZ es alrededor de 0,01 mg/mL
(Reppas et al., 1999), mientras que para el ABZSO es aproximadamente seis
veces mayor (Zimei et al., 2005). Esto muestra claramente una correlacion mas
alta entre la solubilidad de los compuestos y el area bajo la curva (AUC)
obtenida. Es por esta razon, que los resultados obtenidos en este ensayo son
muy importantes para posteriores disefios de formulaciones orales de ABZ y
ABZSO de liberacion modificada.

Por otra parte los resultados obtenidos para el ABZ con Poloxamer 188
(formulacion B) fueron inesperados. En dispersiones sélidas es comun observar
un aumento de la velocidad de disolucién de farmaco conforme aumenta la
proporcion del transportador o carrier en el sistema. Con referencia a la
formulacién B, se esperaba una mejora importante en las propiedades de
disolucion del preparado farmacéutico con el agregado de Poloxamer P188
como transportador en una dispersién soélida conteniendo ABZ, lo cual fue
demostrado in vitro, con un considerable aumento de la liberacion del ABZ en la
etapa inicial (5 minutos) de la disolucion de la droga. Esto se atribuye al
aumento de la superficie de disolucion del area, en combinacion con la mejor
humedad y solubilizacion del ABZ como consecuencia de la disolucion del
transportador.

Se han realizado varios estudios referidos al mecanismo de gelificacion de
soluciones con Poloxamer, los cuales han demostrado que cuando las
dispersiones sélidas se colocan en agua a 37°C, forman un gel (Peppas, 1989;
Ritger, 1987).

Por tanto una explicacion posible para los resultados obtenidos en este ensayo
estaria enmarcada en las propiedades fisico-quimicas del Poloxamer P188. En
este sentido las concentraciones acuosas de P188 pueden formar geles
termoreversibles. EI mecanismo de gelificacibn de las soluciones con
Poloxamer ha sido extensamente investigado, aunque aun se encuentra bajo
discusion (Nanjawade et al., 2007). Sin embargo, cuando las dispersiones
solidas se mantienen en agua a 37°, se espera la formacion del gel en el
microambiente de la superficie de la particula. La relativa influencia de la
difusién-disolucién de la droga y la ruptura de la cadena polimérica en la capa
de gel, define la tasa de disolucion, de acuerdo a la teoria clasica de la
liberacion de la droga desde los sistemas matriciales (Peppas & Sahlin, 1989;
Ritger & Peppas, 1987). Usualmente en experimentos in vitro las dispersiones
se colocan sobre la superficie del medio en el cual se van a disolver. Sin
embargo en este estudio dichas dispersiones fueron colocadas en capsulas de
consistencia dura, por lo cual en el ensayo in vivo se esperaba hubiera una
disminucién del mecanismo de gelificacion, acompafado por el rapido pasaje a
través del tubo gastrointestinal, caracteristico de la especie canina.
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En este ensayo no se pudo verificar que la formulacién B tuviera variacion
significativa en los parametros PK, cuando fue comparada estadisticamente
con la droga madre (formulacion A). Esto fue atribuido a que el ensayo se
realizo in vivo, donde los perros tienen una temperatura corporal normal de
39°C, la conducta exhibida por el Poloxamer P188 in vitro (37 C°, no se
correspondi6 al estudio in vivo, con lo cual se concluyé que la diferencia de
temperatura fue un parametro importante en los resultados esperados. El gel
formado por el Poloxamer es termodependiente, resultando mas viscoso a
medida que aumenta la temperatura, impidiendo de esta manera la liberacién y
consecuente disolucion de la molécula activa.

Entonces, y teniendo en cuenta los resultados de este ensayo con respecto a la
formulacién B, los efectos de compactacion y desintegracidon deberan ser
estudiados nuevamente desarrollando nuevos ensayos cuyo objetivo sea
evaluar la factibilidad en el uso de tabletas o capsulas de desintegracién rapida
(Chandrasekhar et al., 2009; Srinarong et al., 2009).

Cuando el ABZSO formulado en tabletas fue administrado en una unica dosis
oral, el metabolito activo ABZSO y el metabolito inactivo ABZSO,, fueron los
principales metabolitos detectados en plasma hasta 24 horas post-tratamiento
en la formulaciéon C (Tabla I). El pico pronunciado de ABZSO (formulacién C)
mostrd una presencia sostenida de la droga en la circulacién, comparada con el
perfil obtenido después de la administracion del ABZ tradicional (formulacion A)
y del ABZ con Poloxamer (formulacion B).

El incremento de la exposicion plasmatica del metabolito activo ABZSO esta
relacionado con sus caracteristicas fisicas y quimicas, cuando es comparado
con la droga madre ABZ (formulacion A). Esta elevada exposicion plasmatica
del ABZSO (formulacién C) fue 751%, lo cual es consistente con los resultados
obtenidos después de la administracién oral de las otras dos formulaciones en
tabletas (formulaciones A y B). La influencia del status alimenticio en las
concentraciones plasmaticas de ABZSO ha sido reportada previamente por
McKellar et al., (1993).

5. CONCLUSIONES

La formulacién experimental utilizada en el Grupo Il evalué una elevada
eficacia antiparasitaria (estadios adultos y larvarios), en perros cuando fue
administrada durante tres y cinco dias (Saumell et al., 2003). Los perfiles
plasmaticos de la formulacién C se correlacionaron en gran medida con su alta
eficacia en una unica dosis (>90%) contra los nematodes mas patdégenos en
sus estadios larvales y adultos (Saumell et al., 2006).

Los datos del perfil farmacocinético del ABZSO formulado en tabletas orales
presentado en este trabajo, contribuyeron a evaluar su alto potencial como
droga antihelmintica para parasitos gastrointestinales en perros. Sin embargo,
la elevada exposicion plasmatica y una solubilidad seis (6) veces mas alta que
el ABZ demostrada por el ABZSO, sugieren una posible disminucion del
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margen terapéutico de esta droga, si es administrada a una dosis superior a la
especificada.

Este trabajo contribuyd en la investigacion y desarrollo de nuevas
formulaciones antihelminticas con patrones de absorcién y biodisponibilidad
mejorados para administracién en animales de compaifiia.

La adecuada comprension del comportamiento PK de una droga activa es
fundamental para optimizar su eficacia.
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ANEXO

FOTOS EQUIPAMIENTO UTILIZADO

Laboratorio de Farmacologia. Facultad de Veterinaria (UdelaR)

Laboratorio de Farmacologia. Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad
del Centro de la Provincia de Buenos Aires. Tandil. Republica Argentina.

Foto 1 Centrifuga " Foto
Cromatografia Liquida de Alta
Performance (HPLC)

(-]

Foto3 Foto 4
Sistema generador de vacio (24 columnas de C18)

Foto 5. Evaporador de N2 Foto 6. Agua deshionizada
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Foto 9. Balanza de precision Foto 10. Almacenamiento de
Buffer

Foto 11. Columna HPLC

i\ created with

¥ nitro™ professional

dawnload the free trial online at nitropdfcom/ profassional




