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Abreviaturas

BzD: Benzimidazol

NTB: Netobimin

ABZ: Albendazol

OXI: Oxibendazol

ABZSO: Albendazole sulfoxido

rac-ABZSO: Forma racémica del albendazol sulféxido
ABZSO-total: Sumatorio de los dos enantiomeros de albendazol sulféxido
(+)-ABZSO: Enantiémero positivo del albendazol sulféxido
(-)-ABZSO0: Enantiémero negativo del albendazol sulféxido
ABZSO,: Albendazol sulfona

ABZSO,NH,: Amina del albendazol sulfona

ABZSONH,: Amina del albendazol sulféxido

20H-ABZSO: Metabolito hidroxilado de albendazol sulfoxido
20H-ABZSO,: Metabolito hidroxilado de albendazol sulfona
30H-ABZSO. Metabolito hidroxilado de albendazol sulféxido
30H-ABZSO,: Metabolito hidoxilado de albendazol sulfona
60H-ABZSO: Metabolito hidroxilado de albendazol sulféxido
60H-ABZSO,: Metabolito hidroxilado del albendazol sulfona
CH3-ABZSO: Metabolito metilado de albendazol sulféxido

Cit. P450: Citocromo P450

FMO: Flavino-monooxigenasas

NADPH: Nicotin-adenosin-dinucle6tido-fosfato reducido

Tmax: Tiempo en lo cual se alcanza la concentracion plasmatica maxima
Cmax: Concentracién plasmatica maxima

MRT: Tiempo medio de residencia

AUC: Area bajo la curva de las concentraciones respecto al tiempo
t R: Semivida de eliminacién plasmética

CMC: Carboximetilcelulosa.
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1. Generalidades

La frecuente presencia de parasitos en los animales de las explotaciones ganaderas conlleva
grandes problemas sanitarios e importantes pérdidas econémicas. La necesidad de controlar
estas parasitosis ha comportado el desarrollo de numerosas moléculas con actividad
antihelmintica, como los imidotiazoles, tetrahidropirimidinas, benzoimidazoles vy
probenzoimidazoles, los cuales se han utilizado con éxito, tanto en medicina humana como en
veterinaria. De todos estos antiparasitarios, los benzoimidazoles (BZD) son uno de los grupos

con mayor espectro de actividad, con una elevada efectividad y seguridad.

N Estos farmacos son polvos blancos
cristalinos, con untos de fusion
R> / P
\ R ligeramente altos, baja solubilidad en
l oy . , .

agua, alta solubilidad en medio organico, y
N con naturaleza anfotérica. Los BZD
| presentan una  estructura biciclica
H compuesta por un anillo de benceno que
Figura 1. Estructura quimica bésica de los se fusiona en las posiciones 4 y 5 de un

BZD con los radicales de mayor interes. , . . )
anillo imidazélico formando el anillo
benzoimidazélico (Townsend y Wise,

1990). Los distintos BZD difieren en los sustituyentes que se encuentran en la posicién 2y 5
del anillo benzoimidazol (Figura 1). De acuerdo con estos sustituyentes, los BZD
antihelminticos se pueden clasificar en:
Metilcarbamatos: albendazol, albendazol sulfoxido, parbendazol, mebendazol,
flubendazol, ciclobendazol, oxibendazol, luxabendazol, fenbendazol y oxfendazol.
Tiazolicos: tiabendazol, cambendazol.

Tiol halogenatos: triclabendazol

Su baja solubilidad en el agua es la principal limitacién para su formulacién, lo que obliga a su
preparacién en forma de suspensiones, pastas o granulos para su administracion por via
enteral. Para compensar su baja solubilidad, se han sintetizado farmacos probenzoimidazoles

como el tiofanato, febantel y netobimin, que presentan una mayor solubilidad en agua, y su
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actividad depende de su conversion en el organismo a un BZD metilcarbamato o etilcarbamato
(Lanusse y Prichard, 1993).

En general se administran por via oral o intraruminal en forma de suspensiones o pastas a los
animales poligastricos; y por via oral en forma de suspensiones o en comprimidos a los
animales monogastricos. El tratamiento de los animales poligastricos se realiza con la
administracion de una dosis Unica, mientras que el de los monogastricos se realiza en pautas
de dosificacion mdltiple y frecuentemente se preparan piensos medicados. Posteriormente
estos son absorbidos mayoritariamente a nivel del abomaso y del intestino delgado. En
rumiantes esta absorcion es mas lenta que en los monogastricos. Este retraso puede ser
causado por las diferencias existentes en la velocidad de disolucién del farmaco, debidas a las

caracteristicas morfofisioldgicas del tracto gastrointestinal entre estos dos tipos de animales.

Una vez absorbidos, los BZD llegan a la circulacion donde presentan un grado de unién a las
proteinas plasmaticas superior al 50%, con un volumen de distribucidn relativamente alto
(Lanusse y Prichard, 1993), alcanzando tejidos bien irrigados y periféricos. La mayor parte de
estos farmacos son metabolizados en el higado en dos fases, dando lugar a metabolitos con
actividad antihelmintica e inactivos (Gottschall y cols.,, 1990). Algunos, también son
metabolizados en el tracto gastrointestinal (Lanusse y Prichard, 1993). Los metabolitos
formados en el higado en la primera fase son productos resultantes de procesos oxidativos e
hidroliticos que, en la fase siguiente, son glucurono o sulfatoconjugados, incrementando su

polaridad. Estos BZD y sus metabolitos son excretados por via biliar y urinaria.

Estos farmacos presentan una buena actividad antihelmintica frente a nemétodos, céstodos y
trematodos, gracias a su capacidad para inhibir la polimerizaciéon de la tubulina parasitaria
durante la mitosis. También presentan un efecto inhibidor del metabolismo energético de los
parasitos (Lacey, 1990). Han demostrado ser eficaces contra formas adultas y larvas de
nemétodos, céstodos y treméatodos. También se ha visto que presentan en muchos casos una

cierta accién ovocida.

Todos los BZD poseen una actividad antihelmintica similar, pero presentan diferencias en la
potencia y en el espectro de accion frente a los diferentes grupos de parasitos. Probablemente

estas variaciones en el efecto antihelmintico sean debidas a diferencias en la disponibilidad del

4
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farmaco en el organismo y por tanto a su concentracién en el lugar de accién (McKellar y Scott,
1990).

La seguridad de estos farmacos cuando son administrados a los animales es generalmente
elevada. Su baja solubilidad y el hecho de que se administran por via oral hacen dificil el
estudio de la toxicidad aguda cuando son administrados por la via recomendada. Sin embargo,
cuando se administran por via oral durante el primer tercio de gestacién pueden desarrollar
toxicidad embrionaria, posiblemente derivada de su capacidad de union a la tubulina durante el
desarrollo embrionario (Lacey, 1990). Esta toxicidad puede llegar a provocar malformaciones
congénitas, e incluso, la muerte del embrion. En humanos se han observado algunas
reacciones adversas no muy frecuentes asociadas al tratamiento con BZD, como efectos
gastrointestinales de caracter leve, alopecia reversible, aumento de las transaminasas del

suero, proteinuria y neutropenia (Reuter y cols., 2000; Venkatesan, 1998).

2. Albendazol sulféxido

De los BZD actualmente comercializados, el albendazol (ABZ) es el que mayor eficacia
antiparasitaria presenta. Parte de su eficacia es atribuida a la accién de su metabolito
albendazol sulféxido (ABZSO), que presenta una actividad similar al ABZ. Recientes estudios
han demostrado que esta molécula presenta una buena actividad antihelmintica, pero al igual
que otros BZD tiene capacidad de causar trastornos durante el desarrollo embrionario (Cristofol
y cols., 1997b; Delatour y cols., 1984).

La molécula del ABZSO presenta en su estructura quimica un centro asimétrico quiral en la
posicién del &tomo de azufre, dando lugar a la existencia de dos enantidmeros, el positivo ((+)-
ABZSO) y el negativo ((-)-ABZSO) en funcion de su actividad Optica (Figura 2). Estos
enantibmeros pueden presentar diferente comportamiento farmacolégico. En la actualidad no

existen practicamente estudios respecto al perfil farmacol6gico de los enantiomeros de ABZSO.
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2.1. Caracteristicas fisicoquimicas

El ABZSO, metil-[5-(propilsulfinil)-1H-benzimidazol-2-il] carbamato (C;2H;isN303S), también
llamado ricobendazol, se usa directamente como antihelmintico de amplio espectro, aunque,
también aparece como metabolito del albendazol (ABZ) y de su profarmaco, netobimin (NTB)

(Figura 2). Tiene un peso molecular de 281.33 g/mol, y es una molécula mas polar que el ABZ,
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Figura 2. Esquema metabdlico del NTB, ABZ, y ABZSO; * Centro asimétrico quiral.

pero todavia posee una alta liposolubilidad. Su pKa es de 7.8 y, al igual que otros de su grupo,

posee una naturaleza anfotérica, aumentando su solubilidad cuando se encuentra en un medio
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acido.

2.2. Mecanismo de accidén

El ABZSO, asi como otros BZD, actian sobre los parasitos a través de dos mecanismos:
inhibiendo el metabolismo energético del parasito e inhibiendo la polimerizacién de la tubulina

de los microtibulos de los parasitos (Lacey, 1988; 1990).

2.2.1. Inhibicién del metabolismo energético

Los BZD inhiben el metabolismo energético de los paréasitos gracias a su capacidad de actuar
sobre los sistemas enzimaticos y sobre la captacion de sus fuentes energéticas. Esta
interferencia provoca una disminucion en la disponibilidad de la energia necesaria para el
funcionamiento normal de los 6rganos vitales de los parasitos, lo cual conduce a un

agotamiento de sus fuentes energéticas provocando su muerte.

Diferentes estudios han demostrado la accién de estos farmacos sobre ciertas enzimas
parasitarias tales como la fumarato-reductasa (Criado-Fornelio y cols., 1990), la malato-
deshidrogenasa (Tejada y cols., 1987), la succinato-deshidrogenasa (Boczon, 1976) y sobre las
enzimas del ciclo del fosfoenolpiruvato (Rahman y Bryant, 1977). También se ha observado
que estos disminuyen la captacién de la glucosa por parte del parasito (Criado-Fornelio y cols.,
1990; McCracken y Lipkowitz, 1990; McCracken y Stillwell, 1991). La interferencia en el
metabolismo energético de los parasitos también fue observada al incubar Echinococcus
granulosus en presencia de ABZSO, el cual causaba una disminucién de las reservas de

glucégeno del parasito (Pérez-Serrano y cols., 1994).
2.2.2. Inhibicién de la polimerizacién de la tubulina
El ABZSO, asi como otros BZD metilcarbamatos, presentan una elevada afinidad por la

tubulina de las células de los parasitos impidiendo la polimerizacion de ésta. Su unién a la

tubulina durante el crecimiento de los microtibulos provoca la inhibicion de la mitosis (Lacey,
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1990). Tal inhibicion puede producir una desaparicion de los microtibulos citoplasmaticos de
los parasitos, causando una interrupcién de la migracién de los organulos intracelulares,
bloqueando de esta manera el transporte de los organulos secretores. En estudios in vitro se
ha observado que diferentes BZD (mebendazol, fenbendazol, oxibendazol, luxabendazol y
albendazol) inhibian de forma competitiva la unién colchicina-tubulina en la fraccion citosoélica
de Trichinella spiralis, indicando que estas substancias presentan afinidad por el mismo locus
de union de la colchicina a la tubulina (Criado-Fornelio y cols., 1990; Jiménez-Gonzalez y cols.,
1991). Alteraciones inmunohistoquimicas de dicha proteina también han sido observadas en
incubaciones de tubulina de protoescélex de Echinococcus granulosus en presencia de ABZ y
ABZSO por separado o en combinacion (Pérez-Serrano y cols., 1995). Sin embargo, en
estudios realizados por Pérez-Serrano y cols. (1994) se observé que las mayores alteraciones
a nivel ultraestructural en protoescélex ocurrian al incubar conjuntamente el ABZ y ABZSO, lo
gue pone de relieve el efecto sinérgico de dichas moléculas. En un estudio similar, se observo
qgue dichas alteraciones suponian una vacuolizacion del citoplasma distal, un aumento del
namero de mitocondrias, un incremento de autofagosomas y un aumento de depdsitos lipidicos
(Casado y cols., 1996). Aunque tanto el ABZSO como el ABZ inhiben el desarrollo parasitario,
el ABZ es el que presenta mayor actividad antiparasitaria (Lacey y cols., 1987; Lubega y
Prichard, 1991a). Estas diferencias de actividad entre el ABZ y el ABZSO pueden ser debidas a
la mayor afinidad del ABZ por los parasitos en comparacion con el ABZSO, como fue
observado en estudios realizados con Moniezia spp (Alvarez y cols., 1999). Las diferencias en
las caracteristicas lipofilicas de los farmacos afectarian al poder de penetracion de estos al
interior del parasito a través de sus membranas, siendo el ABZ el que presenta mayor lipofilia y

como tal presenta mayor poder de penetracion.

Estos farmacos también presentan afinidad por la tubulina de los mamiferos (Lacey y cols.,
1987). Aunque la afinidad por la tubulina de los parasitos se haya mostrado superior a la de la
tubulina de los mamiferos, es a este mecanismo de accién al que se le atribuye el efecto
teratégeno de los BZD. Por su mecanismo de accion, que implica una perturbacion de la
estructura y de la funcién microtubular durante la divisién mitética, cabe esperar un desarrollo
de anormalidades embrionarias y fetales cuando se administra ABZSO a hembras gestantes,
ya que en estas fases existe gran cantidad de divisiones mitéticas y migraciones celulares en

las que interviene la tubulina como factor principal.
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2.3. Actividad antihelmintica

El ABZSO es activo frente a nematodos, céstodos y trematodos, manifestando una buena

actividad tanto en las formas adultas como en las larvales de los parasitos (Campbell, 1990).

En estudios realizados in vitro, se ha podido observar que el ABZSO es efectivo contra
Echinococcus multilocularis (Ingold y cols., 1999), E. granulosus (Pérez-Serrano y cols., 1994)

y ademads contra protozoos como el Encephalitozoon spp (Ridoux y Drancourt, 1998).

Al administrar ABZSO, se ha podido observar que este farmaco es eficaz frente a infestaciones
por E. granulosus en ratones (Pérez-Serrano y cols., 1997), conejos (Erzurumlu y cols., 1998),
y ovejas (Deger y cols., 2000), frente a infestaciones por Trichinella spiralis a nivel enteral y
parenteral en ratones (LOpez-Garcia y cols., 1997). Cuando es administrado conjuntamente
con levamisol, el ABZSO es efectivo contra parasitos como Ostertagia spp y Trichostrongylus

spp en ovejas (Anderson y cols., 1991a; 1991b).

Después de la administracién de NTB o ABZ, el ABZSO es el Gnico antihelmintico activo que
llega a la sangre, por lo cual la actividad antihelmintica contra parasitos sistémicos en estos
tratamientos es atribuida principalmente a la accién del ABZSO. En esta linea, hay que
destacar que después de la administracion oral del ABZ, el ABZSO es activo contra Muellerius
capillaris en cabras (Cabaret, 1991), larva de Taenia solium en humanos (Sotelo y Jung, 1998),
Wuchereria bancrofti en humanos (Ottesen y cols., 1999) y Dictyocaulus viviparus en terneras
(Osman y cols., 1996). Ademas en asociacion con ABZ tiene accion contra Fasciola hepatica

en ovejas (Richards y cols., 1987).

Recientemente, algunos estudios in vitro han demostrado que el metabolito sulfonado del
ABZSO (ABZSO,) posee una ligera actividad antiparasitaria frente a Echinococcus
multilocularis (Ingold y cols., 1999) y Encephalitozoon spp (Ridoux y Drancourt, 1998). Sin
embargo se carece de estudios referentes a la actividad farmacoldgica de este metabolito

cuando se administra directamente a los animales.
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2.4. Farmacocinética

2.4.1. Vias de administracion

El ABZSO se formula para su administracién por via oral, intraruminal o subcutdnea. Debido a
la importancia del metabolismo gastrointestinal en la disposicion y efectividad de los BZD y a su

mala solubilidad, la principal via para la administracién de los BZD es la oral o la intraruminal.

En rumiantes jovenes, la administracion intraruminal presenta una mejor disposicion y eficacia
que la oral. Estas diferencias pueden ser debidas al paso directo del farmaco hasta el
abomaso, a través de la existencia de la gotera esofagica, acelerandose el paso del farmaco

por el tracto digestivo.

2.4.2. Absorcién y distribucion

Como se ha descrito anteriormente, la via de administracion de eleccion del ABZSO es
generalmente la oral. Una vez administrado este se disuelve en los fluidos gastrointestinales y
es absorbido hasta alcanzar la circulacion general. El grado de disociacién del farmaco y su
liposolubilidad condicionan el grado de absorcién, asi como las concentraciones plasmaticas y

tisulares que alcanzara.

Cuando se administra a animales monogastricos, la absorcién es bastante rapida comparado
con la administracion a animales poligastricos. En un estudio realizado en ratones a los que se
les administr6 por via oral ABZSO, se pudo observar que este alcanzaba concentraciones
maximas a las 0.41 (0.28) h (Lépez-Garcia y cols., 1997), sin embargo, en ovejas a las que se
les administré por via oral ABZSO, se pudo observar que la absorcion se efectuaba de una
forma lenta, alcanzando las concentraciones méximas alrededor de las 10 h postadministracion
(Delatour y cols., 1990b). Valores similares también fueron observados en cabras tras la
administracion de ABZSO por via oral (Benchaoui y cols., 1993). Sin embargo, cuando se
administré por via subcutanea a terneros, el farmaco se absorbié con rapidez alcanzando las

concentraciones maximas alrededor de las 4 h postadministracion (Lanusse y cols., 1998).

10
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Cuando se valora la absorcion del ABZSO en los animales rumiantes hay que considerar la
baja solubilidad que presenta este tipo de moléculas a pH superiores a 5, que son los que se
observan a nivel del rumen. Esta ligera acidez, retarda la absorcion del farmaco en el tracto
digestivo, lo que puede comportar diferencias cinéticas entre la administracién oral y la
intraruminal (Hennessy y cols., 1989). En estudios realizados en ovejas, a las que se les
administré ABZ por via oral e intraruminal, se observé que la disposicion plasmatica de sus
metabolitos era mayor cuando el farmaco era administrado por via intraruminal con valores de
area bajo la curva de concentraciones plasmaticas (AUC) del ABZSO de 44.63 y 32.74 ug-h/mL
para via intraruminal y oral, respectivamente (Swarnkar y cols., 1998). Valores similares
también fueron observados al comparar la administracién intraabomasal e intraruminal del
mismo farmaco en ovejas (Steel y Hennessy, 1999). Estas diferencias podrian ser
consecuencia de la baja solubilidad ruminal y del posible metabolismo ruminal que se comenta

en apartados posteriores.

El ABZSO, asi como los otros BZD, posee un elevado grado de union a las proteinas
plasméticas. En un estudio realizado in vitro en que se incubo el ABZSO en plasma de ovejas,
se observé que la union a las proteinas plasmaticas era mayor en el plasma de las hembras
que en el de los machos con valores de un 87% y un 50%, respectivamente (Cristofol y cols.,
1998). Hennessy y cols. (1989) observaron, in vivo, al administrar ABZ, que la unién de sus
metabolitos se modificaba con el tiempo postadministracion, pudiendo alcanzar niveles desde
un 47% en las primeras horas hasta un 87% de union pasadas las 24 h. Esto podria ser debido
a un aumento de la relacion plasmatica de concentraciones ABZSO,/ABZSO con el tiempo y al
hecho de que el ABZSO, se une en mas de un 70% a las proteinas plasmaticas como lo
observé Cristofol y cols. (1998). En bovino, se observé que el ABZSO se une tanto a la

albumina en un 34% como a la a;-glicoproteina en un 32% (Jung y cols. 1998).

El ABZSO presenta una buena distribucién a los tejidos. Cristofol y cols. (2001) observaron que
después de la administracion intravenosa del farmaco a terneros, éste se distribuia
rdpidamente a los tejidos presentando un volumen de distribucion de 0.8 L/kg. Tras la
administracion intravenosa, el ABZSO alcanza las mucosas digestivas, los liquidos ileal y
ruminal, el higado y el pulmén presentando concentraciones significativas hasta pasadas las 48

h postadministracion (Lanusse y cols., 1998).

11
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En estudios relativos a andlisis de residuos del ABZSO en tejidos de ternera y oveja, se ha
podido constatar que el ABZSO alcanza tejidos bien irrigados como el higado y el rifién, y
también se ha detectado en muasculo y en grasa (EMEA, 1996). Estos datos sugieren que el

farmaco tiene una amplia distribucion a tejidos bien irrigados y a tejidos periféricos.

Un efecto muy importante a la hora de valorar la disposicion del ABZSO cuando se administra
a rumiantes, es el efecto de trampa ionica que se produce en el abomaso. Se ha observado
que tras el tratamiento con ABZ, el metabolito formado en el higado (ABZSO) retorna al tracto
gastrointestinal (Hennessy, 1993). La tasa de retorno esta en funcién de la relaciéon de pH que
hay entre la sangre, el rumen y el abomaso, y del pKa de la molécula (Lanusse y Prichard,
1993). Estudios realizados en terneras tratadas con ABZSO han demostrado que el gradiente
de pH existente entre los fluidos digestivos y el plasma favorece la excrecion del ABZSO y de
sus metabolitos desde la sangre al tracto digestivo, y en especial al abomaso (Lanusse y cols.,
1998). Esta excrecion se hace generalmente por transporte pasivo y a favor del gradiente de
concentraciones del farmaco libre y no ionizado, concentrandose el farmaco del lado donde el
grado de disociacién es superior. En el caso del ABZSO, substancia con un pKa entorno al 7.8,
se concentrara en el medio con mayor acidez (Lanusse y cols., 1993a; Lanusse y Prichard,
1993). El intercambio entre la circulacion sistémica y el abomaso, a través de la mucosa, es
mas importante cuando se produce desde la sangre al lumen del abomaso, que no a la inversa
(Hennessy, 1993). Este efecto da como resultado un aumento de las concentraciones de
ABZSO a nivel del tracto digestivo y un aumento del tiempo de contacto del farmaco con los
parasitos gastrointestinales incrementando asi su eficacia. Por otro lado, el intercambio
bidirecional entre el tracto gastrointestinal y el plasma contribuye a aumentar los tiempos de
residencia del farmaco en el organismo mediante una circulacién enteroplasmatica. No
obstante, este intercambio puede verse afectado por cambios del pH abomasal causados por
una infestacion parasitaria (Alvarez y cols., 1997). Estos autores observaron en un estudio
realizado en ovejas parasitadas y no parasitadas a las que se administr6 ABZ, que los
animales parasitados presentaban un aumento del pH abomasal; este aumento disminuia el
gradiente de pH entre el plasma y el abomaso, disminuyendo el grado de retencion del farmaco
en el abomaso. Como consecuencia se observo una disminucion de las concentraciones de los
metabolitos del ABZ en el abomaso en relacién con las observadas en el plasma, lo cual podria

afectar a la eficacia contra los parasitos a nivel del tracto gastrointestinal.

12
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2.4.3. Metabolismo

Después de la administracion del ABZSO, independientemente de la via, éste es metabolizado
en el higado y en el tracto digestivo. Ambas vias metabdlicas han demostrado tener una
importancia primordial en la disposicién en el organismo del ABZSO. En este punto se analizan
las caracteristicas principales de cada una de estas vias metabdlicas y sus implicaciones en el
perfil cinético del ABZSO.

2.4.3.1. Metabolismo gastrointestinal

Los BZD son metabolizados en los fluidos gastrointestinales y en los enterocitos (Lanusse y
Prichard, 1993; Villaverde y cols., 1995). En rumiantes, el rumen ademas de actuar como
reservorio de los farmacos administrados por via oral, participa en su metabolismo. Algunos
estudios han puesto de relieve la importancia del metabolismo del ABZSO en los fluidos
gastrointestinales (Lanusse y cols., 1992a; Virkel y cols., 1999). Estos autores observaron en
estudios in vitro y en condiciones anaerobias que cuando se incubaba el ABZSO en los fluidos
ruminal e ileal de ovejas y terneros, éste era oxidado a ABZSO, y/o reducido a ABZ. Esta
capacidad metabdlica del rumen también fue observada en estudios in vitro incubando ABZ
(que se oxidaba a ABZSO), y NTB (que se nitroreducia a ABZ) (Lanusse y cols., 19923a;
1992b). Estos autores observaron que los procesos de reduccion eran mas eficientes que los
de oxidacién y que los fluidos ruminales eran mas eficientes que los fluidos ileales. Esta ultima
diferencia podria ser debida al elevado potencial reductor que presenta el rumen (Yokoyama y
Johnson, 1988). Este predominante potencial reductor sugiere que, tanto el NTB como el
ABZSO, son fuentes de ABZ al nivel gastrointestinal, y como éste presenta una alta actividad
antihelmintica superior al ABZSO (Lubega y Prichard, 1991b; Pérez-Serrano y cols., 1997), se

justificaria la alta eficacia antihelmintica del tratamiento tanto con NTB como con ABZSO.

La biotransformacion gastrointestinal tiene un papel importante en la eficacia de los BZD. En
estudios realizados por Steel y Hennessy (1999) se observd que frente a parasitos
gastrointestinales resistentes a los BZD como son Trichostrongylus columbriformis y
Haemonchus contortus, la administracién intraabomasal del ABZ era mas eficaz que la

administracion intraruminal. Estas diferencias en la respuesta antihelmintica estaban

13
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relacionadas con diferencias en el perfil cinético entre las dos vias. En el mismo estudio se
observé que la administracion de ABZ por via ruminal presentaba una AUC plasmatica del
metabolito ABZSO (44.9 pg-h/mL) superior al de la administracién abomasal (32.2 ug-h/mL).
Las AUC abomasales de este metabolito también eran superiores en la administracién
intraruminal. Sin embargo, la disposicion del ABZ en el fluido abomasal era mayor cuando se
administraba por esta via, lo que justificaria las diferencias en la eficacia antihelmintica entre
estas dos vias de administracion (Steel y Hennessy, 1999). Dicha eficacia podria ser debida al
efecto sinérgico entre el ABZ y el ABZSO.

Al nivel intestinal también se ha podido observar metabolismo del ABZ a ABZSO en los
microsomas de enterocitos, con la participacion de las enzimas flavino-monooxigenasa (FMO) y
del sistema citocromo P450 (Cit. P450). En ratas se observé que el ABZ era captado por los

enterocitos (Villaverde y cols., 1992) y era metabolizado a ABZSO (Villaverde y cols., 1995).

2.4.3.2. Metabolismo hepético

La via principal del metabolismo hepético del ABZSO es la sulfonacion. Esta reaccion
metabdlica es el resultado de una oxidacion del atomo de azufre del ABZSO por los enzimas
hepéaticos. Esta metabolizaciébn ocurre en un proceso lento e irreversible, donde participan
principalmente los enzimas del sistema Cit. P450 (Souhaili EI-Amri y cols., 1988). En los
microsomas hepaticos de ratas previamente tratadas con ABZ durante tres dias consecutivos
(Arteinza y cols., 2000) se pudo observar un efecto inductor del metabolismo del ABZSO por
parte del ABZ. Este fendmeno también fue estudiado en cabras por Benoit y cols. (1992). Estos
autores observaron que la formacion del ABZSO, aumentaba con la administracion de dosis
sucesivas de ABZ a las cabras. Este aumento se acompafiaba de una disminucion de las
concentraciones plasmaticas del ABZSO, lo que sugeria que la induccién metabdlica causada

por el ABZ afectaba principalmente los procesos de sulfonacién.

Como se ha comentado anteriormente, el ABZSO aparece también como producto del
metabolismo hepético del ABZ. Varios estudios han demostrado que el ABZ es metabolizado a
ABZSO en un proceso de sulfoxidacion en el cual participan los enzimas oxidativos

microsomales NADPH dependientes del sistema FMO y del sistema Cit. P450. Esto fue
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observado en microsomas hepaticos de ratas (Moroni y cols., 1995; Solana y cols., 2000),
cerdos (Souhaili EI-Amri y cols., 1987), ovejas (Galtier y cols., 1986), terneras (Lanusse y cols.,
1993b; Virkel y cols., 2000) y humanos (Rawden y cols., 2000).

Por otra parte se han descrito otras reacciones metabodlicas de menor importancia y que se
producen con el ABZ o el ABZSO dando una serie de metabolitos que se excretan con la bilis y
la orina en bajas proporciones. Estos metabolitos (Figura 3) pueden ser el resultado de otras
vias metabolicas como la aril-hidroxilacion del nicleo, la hidrdlisis del carbamato, o las N-metil-
acetilaciones (Galtier, 1991). Ademas, estos productos también pueden aparecer como

metabolitos glucuronoconjugados que son excretados tanto por via urinaria como por via biliar.

2.4.4. Excrecion

La excrecion de ABZSO y sus metabolitos se realiza principalmente por via renal y en menor
grado por via biliar. En general, los metabolitos mas polares se excretan por via renal (entorno
al 60% en rumiantes), y los menos polares se excretan como conjugados en forma de sulfato o
glucuronoconjugados por via renal y biliar. Gyurik y cols. (1981) y Hennessy y cols. (1989)
observaron que por via biliar se excretaba entre el 14 y 20% de los metabolitos después de la
administracion del ABZ a ovejas. Estos autores también constataron que el metabolito
hidroxilado de ABZSO se excretaba rapidamente por esta via antes de la sulfonacién. Sin
embargo, como la oxidacion y la hidroxilacion producen metabolitos suficientemente polares,
éstos pueden ser excretados rapidamente por via renal. En ovejas, terneras, ratas y ratones se
observé que los metabolitos del ABZ, principalmente los derivados de ABZSO y ABZSO,,
representados en la Figura 3, se excretaban por esta via (Gyurik y cols., 1981; Hennessy y
cols., 1989). Esta excrecion del ABZSO por via renal también fue observada en humanos y

ratas cuando el ABZSO fue la molécula administrada (Dominguez y cols., 1995).
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2.5. Reacciones adversas

El ABZSO es un farmaco que presenta un amplio margen terapéutico como todos los BZD. No
hay datos en la bibliografia sobre su toxicidad aguda o crénica. Al igual que el resto de los
BZD, presenta una baja solubilidad en agua, lo que imposibilita los estudios de toxicidad en
animales de laboratorio tras la administracion recomendada (enteral), ya que al aumentar la

dosis el farmaco no se disuelve y no se absorbe.

Como se ha comentado anteriormente el ABZSO es el principal producto presente en la sangre
tras el tratamiento de animales con ABZ o NTB; estos tratamientos cuando se aplican a
hembras durante el primer tercio de gestacion han demostrado una alta actividad embriotéxica
y teratdgena, causando numerosas malformaciones externas, esqueléticas, y vasculares a
diversos niveles en los fetos (Cristdfol y cols., 1997b; Navarro y cols., 1998; 1999). Estas
malformaciones fueron atribuidas al ABZSO por su capacidad de atravesar la barrera
placentaria y alcanzar elevadas concentraciones en embriones de ratas (Cristofol y cols.,
1997b) y plasma de fetos de ovejas (Cristofol y cols., 1995), siendo esta molécula la que
representa el 90% de las concentraciones plasmaticas de los animales tratados con NTB y
ABZ.

El ABZSO ha demostrado tener capacidad para interferir en la mitosis y, consecuentemente,
causar malformaciones tal como se observé en embriones de terneras y ratas (Piscopo y
Smoak, 1997). Estudios in vitro con cultivos de células embrionarias de rata han demostrado
gue tanto el ABZ como el ABZSO poseen una actividad citotéxica, siendo la toxicidad del ABZ
50 veces superior a la del ABZSO (Whittaker y Faustman, 1991). En cambio, en estudios in
vivo se ha observado que el ABZSO y el ABZ presentaban un grado de embriotoxicidad similar
después de la administracion individual de cada uno de ellos (Delatour y cols., 1981). Por otra
parte, la accién del ABZ y el ABZSO sobre la polimerizacion de la tubulina también podria ser
la causa de las malformaciones generadas por estos tratamientos. En la embriogénesis, se
producen numerosas migraciones celulares donde intervienen principalmente los microtdbulos.
La accién de dichos farmacos sobre el crecimiento de estos microtibulos podria desarrollar

migraciones andmalas que daria como resultado las malformaciones (Navarro y cols., 1999;
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Whittaker y Faustman, 1991).

2.6. Factores que modifican la disposicion del farmaco en el organismo

La disposicion de los farmacos en el organismo de los animales puede ser influenciada por
diversos factores. En el caso de los BZD, hay estudios que han puesto en evidencia la
influencia de la alimentacion, parasitismo, edad y sexo sobre la cinética y eficacia
antiparasitaria de estos farmacos. En esta seccion se analiza con detalle cada uno de los

factores y como pueden éstos madificar el perfil cinético del ABZSO.

2.6.1. Alimentacion

La alimentacion desempefia un papel importante en los procesos fisiolégicos que ocurren en el
tracto gastrointestinal. Los cambios en la dieta pueden modificar tanto las condiciones basales
de pH en el tracto gastrointestinal, como la velocidad del transito digestivo. En los animales
monogastricos, al poseer una velocidad de transito gastrointestinal de los alimentos
relativamente alta, los cambios de pH en el tracto digestivo puede que no sean tan criticos para

la disposicion de los farmacos como lo es el propio transito digestivo.

Otro factor importante relacionado con la alimentacién es la posible interaccién entre los
farmacos y los componentes de la dieta. En un estudio realizado en cerdos, con diferente tipo
de alimentacién, a los que se administré una misma dosis de ABZ por via oral, se observaron
diferencias en la disposicion plasmatica de los metabolitos del ABZ (Alvarez y cols., 1996).
Estos autores sugieren que los animales alimentados con pasto son los que mayor disposicion
plasmatica presentaban, seguido de los animales alimentados con pasto y concentrados y por
ultimo los que solamente recibian concentrados. Sin embargo las concentraciones méaximas se

alcanzaban antes en los alimentados con concentrados que con los alimentados con pasto.

El caso de los animales poligastricos es un poco mas complejo. Las caracteristicas anatémicas
del tracto gastrointestinal de estos animales hacen que la disposicion de los farmacos
administrados por via enteral tenga una serie de elementos especiales a considerar, como son

el alto volumen del contenido digestivo, el lento transito digestivo, y la alta concentracién de

18



B.P.S. Capece Introduccién

microorganismos que mantienen un cierto equilibrio fisiolégico y condicionan el pH del medio
mediante sus fermentaciones, teniendo poder metabdlico sobre algunos farmacos. Todas estas
caracteristicas pueden verse modificadas por cambios en la dieta, alterando consecuentemente
la biodisponibilidad de los farmacos. Por una parte el rumen actia como reservorio de los
farmacos que son administrados por via enteral y por otra puede biotransformarlos. También
se sabe que el tiempo de permanencia de los farmacos en el rumen depende de la velocidad
de vaciado ruminal que esta condicionada por el tipo, cantidad y frecuencia de ingesta de los

alimentos (Yokoyama y Johnson, 1988).

La dieta es, probablemente, el factor que mas influye sobre las proporciones de las distintas
especies de microorganismos que se encuentran en el rumen y que pueden estar implicadas
en la fermentacion (Yokoyama y Johnson, 1988). Por ejemplo, cuando hay un cambio brusco
hacia una dieta rica en concentrados, se observa una sucesion de cambios en la poblacion
microbiana del rumen durante el periodo de adaptacion de forma especifica en aquellas
bacterias que producen y utilizan el lactato. Las bacterias que utilizan el lactato, sensibles al
acido, son reemplazadas por otras que utilizan lactato y son resistentes al 4cido. Durante el
periodo de adaptacion hay una incapacidad de las especies que emplean el lactato para
incrementar lo suficiente su nimero y evitar la acumulacién de lactato producido por otras
poblaciones bacterianas, lo que lleva a su acumulacién en el rumen, con el consecuente
descenso del pH (Yokoyama y Johnson, 1988). Como la solubilidad del ABZSO aumenta al
disminuir el pH, el incremento de la acidez ruminal debido a la alimentacion con concentrados
aumentaria su disolucion en los fluidos gastrointestinales. Esto facilitaria la absorcion vy

consecuentemente, incrementaria de sus concentraciones plasmaticas y su disposicion tisular.

Por otra parte, el volumen de alimentos consumidos también puede modular el transito del
contenido ruminal, condicionando el tiempo de permanencia del farmaco y su disolucién en los
fluidos ruminales (Hennessy, 1993). En animales en ayunas, el transito gastrointestinal se
retrasa, prolongandose el tiempo de disolucion y absorcion de las moléculas. En ovejas y
terneros mantenidos en ayunas antes de la administracion oral del ABZ, se observaron valores
de tiempo medio de residencia y tiempo de vida media de eliminacion superiores a los
observados en animales alimentados ad libitum (Lifschitz y cols., 1997; Sanchez y cols., 1997;
Singh y cols., 1999). Por otra parte, el consumo de grandes cantidades de alimentos,

particularmente pastos verdes, induce a un rapido transito gastrointestinal, incrementando la
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velocidad de absorcién de la droga (Hennessy, 1993).

La influencia del tipo de dieta sobre la acidez ruminal y el metabolismo del ABZSO ha sido
descrita en ovejas por Virkel y cols. (1999). Estos autores observaron que los fluidos ruminales
procedentes de animales alimentados con concentrados presentaban mayor grado de acidez y
mayor capacidad reductora del ABZSO a ABZ que los fluidos procedentes de animales
alimentados con heno. Por otra parte, Sanchez y cols. (1999) observaron que la dieta
influenciaba la disposicion plasmatica de los metabolitos de ABZ, siendo los animales
alimentados con concentrado los que presentaban mayores concentraciones plasmaticas de
los metabolitos del ABZ en relacion a los animales alimentados con pasto natural. Varios
estudios han demostrado variaciones en el perfil plasmatico de los metabolitos del ABZ
producto de cambios en la dieta en cerdos (Alvarez y cols., 1996), en ovejas (Singh y cols.,
1999) y en terneros (Sanchez y cols., 1999). Efectos similares también fueron observados para

los metabolitos de fenbendazol en terneros y bufalos (Sanyal y cols., 1995).

La condicion nutricional también puede afectar el metabolismo y el perfil cinético de los BZD.
Sanchez y cols. (1996) observaron como la condicion nutricional afectaba negativamente el
sistema NADPH del que dependen las oxidasas hepaticas, inhibiendo el metabolismo del
ABZSO. Este retraso implicaba una mayor permanencia de ABZSO y ABZSO, en el organismo
en animales mal nutridos. Estas variaciones en el metabolismo pueden afectar tanto la eficacia

como la toxicidad del farmaco.

En resumen, factores como el ayuno, alimentacidn, y condicién corporal, pueden influenciar la
disposicion plasmética del farmaco, a través de la modificacion del pH, la ionizacidn géastrica, y
la absorcion. Por lo tanto animales enfermos que pueden facilmente presentar anorexia,
disminucién de volumen de agua ingerida, etc., pueden presentar niveles plasmaticos mas
bajos, asi como menos distribucion tisular y modificaciones en el tiempo de espera de las

formulaciones administradas.
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2.6.2. Parasitismo

El parasitismo es un factor influyente en la disponibilidad de un farmaco pudiendo asimismo
repercutir en su eficacia, independientemente de la via de administracién. Una infestacion
parasitaria a nivel gastrointestinal, puede afectar la funcionalidad de la mucosa y el pH

gastrointestinal condicionando la disolucion y la absorcién de los farmacos.

En el higado, la infestacion parasitaria también puede afectar la actividad enzimética de los
hepatocitos 0 causar una obstruccion de los conductos biliares. Una disminucion de los
enzimas que participan en el metabolismo del ABZSO o una inhibicidn de la eliminacién de sus
metabolitos por obstruccion de los conductos biliares, puede modificar el perfil cinético del
farmaco en el organismo. Galtier y cols. (1991) observaron que la reaccion de sulfonacion del
ABZSO en los hepatocitos de ovejas infectadas con Fasciola hepatica, era muy reducida ya
que se producia una disminucion significativa de los niveles de actividad del Cit. P450. Sin
embargo, la actividad de las FMO no se veia afectada manteniéndose practicamente los
procesos de sulfoxidacion del ABZ. Asimismo y tras un tratamiento a humanos con
equinococosis, se observé que el MRT y el AUC del ABZSO eran mayores que en los
individuos sanos (Cotting y cols., 1990). Estos valores elevados fueron atribuidos a la
obstruccion que el parasito causa en los conductos biliares. En principio, este aumento del
MRT y de la AUC comportaria un aumento de efectividad antiparasitaria a nivel sistémico
debido al contacto durante un prolongado periodo de tiempo de mayores concentraciones del

farmaco con el parésito.

Alvarez y cols. (1997) observaron, en ovejas, que la infestacion parasitaria afectaba la
disposicion plasmatica y abomasal de ABZSO, ABZSO, y ABZ después de la administracion
intraruminal del ABZ. Los animales infectados natural o artificialmente con Haemonchus
contortus, presentaban valores de AUCs plasmaticas del metabolito ABZSO mayores (64
pg.h.mi™ para infeccion artificial y 79.3 pg.h.ml* para natural) que en los animales no
infectados (41.8 pug.h.ml™). El aumento de los niveles plasmaticos del ABZSO en los animales
infectados iba acompafiado de una disminucion de las concentraciones abomasales; esta
podria ser debida al incremento del pH abomasal causada por los parasitos. Como

consecuencia del aumento del pH, disminuye la disociacion del farmaco en los fluidos

21



Introduccién B.P.S. Capece

gastrointestinales disminuyendo con esto la distribucion del farmaco hacia el tracto
gastrointestinal, haciendo que las concentraciones plasmaticas sean superiores mientras que
las abomasales sean inferiores en los animales infectados que en los sanos. Esto podria llevar
a la disminucion de la actividad antiparasitaria a nivel gastrointestinal y al aumento de la misma

a nivel sistémico.

2.6.3. Edad

La edad de los animales puede influenciar los procesos metabdlicos de muchos xenobiéticos.
Factores como el pH gastrico, la motilidad gastrointestinal, el &rea de absorcion, la poblacién
microbiana y el consumo de la leche, son determinantes en los procesos de absorcién de los
farmacos desde el tracto gastrointestinal en neonatos. No obstante, la evolucion de la
composicién corporal y de la actividad hepética y renal con la edad pueden llevar a importantes
variaciones en la distribucion de los farmacos, presentado diferencias farmacoldgicas entre los
animales jovenes y adultos. En general, los individuos recién nacidos presentan déficit de los
enzimas que participan en el metabolismo inespecifico hepatico. Este déficit puede implicar una
significativa reduccion de la velocidad metabdlica y por tanto un incremento del tiempo de
permanencia de los farmacos en el organismo. Por ejemplo, las vias metabdlicas como la
glucuronoconjugacion practicamente no existen en animales recién nacidos, y las oxidativas
estan muy limitadas. Por ello, algunos farmacos con tiempo de vida media corto, pueden
incrementar el valor de este parametro en animales recién nacidos, con el consiguiente riesgo
de toxicidad. No obstante, en un estudio realizado en ovejas de diferentes edades a las que se
les administr6 NTB, ABZ y ABZSO, no se observaron diferencias en los parametros cinéticos
del ABZSO y ABZSO, (McKellar y cols., 1995; McKellar y cols., 1993). Esta falta de diferencias
podria ser debida al hecho de que las vias metabdlicas de los ovinos sean precoces (Galtier,
1991), no habiendo diferencias metabdlicas entre los animales adultos y jovenes. En cuanto a
los animales viejos, aunque algunas vias metabdlicas en ellos no sean funcionales, se carece

de estudios al respecto.

2.6.4. Sexo

Los parametros cinéticos de cualquier farmaco, y en particular de los BZD utilizados como

22



B.P.S. Capece Introduccién

antihelminticos en la practica veterinaria, pueden presentar ciertas diferencias en funcién del
sexo de los animales. De hecho, las hormonas sexuales, las proteinas plasmaticas, los acidos
grasos, el agua corporal, y la composiciéon de algunos enzimas pueden variar entre animales
machos y hembras. Estas variaciones pueden provocar cambios en el volumen de distribucion,
en la unién a proteinas plasmaticas y en el metabolismo hepético, causando variaciones en el
perfil cinético del farmaco y de sus metabolitos, entre machos y hembras (Mulder, 1986). Estas
diferencias han sido observadas por Cristofol y cols. (1998) en ovejas tratadas con NTB. Estos
autores observaron al incubar ABZSO en el plasma de ovejas, que la unién a las proteinas
plasmaticas era mayor en las hembras que en el de los machos, con valores de un 87% y un
50%, respectivamente. Estos factores pueden afectar el volumen de distribucién de las drogas
lipéfilas. En el mismo trabajo se observé que después de una administracién oral del NTB, los
parametros cinéticos de eliminacion del ABZSO y del ABZSO, presentaban diferencias
significativas entre machos y hembras, siendo los machos los que las eliminaban mas
rapidamente. Estos autores sugieren que estas diferencias en la eliminacion podrian estar
relacionadas con diferencias en el metabolismo del ABZSO, teniendo en cuenta que este
farmaco es metabolizado por el Cit. P450 y que la actividad de este enzima puede estar

regulada por las hormonas sexuales.

Harris y cols. (1995) observaron en ratas machos un nivel relativamente més elevado que en
hembras de una de las isoenzimas del Cit. P450 de la familia 3A (CYP3A), lo que podria llevar
a una mas rapida metabolizacién de los farmacos que utilizan estas vias metabdlicas, y

consecuentemente a una mayor velocidad de eliminacion en machos frente a hembras.

Por otra parte, numerosos autores han observado como algunos enzimas que participan en el
metabolismo hepatico pueden ser modulados por las hormonas sexuales, existiendo mayor
actividad en un sexo respecto al otro. En estudios realizados in vitro, se ha demostrado como
algunos isoenzimas del Cit. P450 son modulados por las hormonas sexuales (Dannan y cols.,
1986; Waxman y cols., 1985). También es posible que hormonas como la testosterona, actien
como inductores enzimaticos de algunas vias metabolicas (Witkamp y cols., 1983). En
microsomas hepaticos de ratas, Kamataki y cols. (1983) detectaron diferencias entre sexos

relacionadas con las caracteristicas y la actividad catalitica del Cit. P450.

También se ha visto que existen diferencias en la estructura anatémica entre machos y
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hembras (Harris y cols., 1995). Por ejemplo los machos pesan mas que las hembras. Esta
diferencia en el peso produce diferencias en la composicién muscular, el flujo sanguineo, y en
la cantidad de agua corporal. Ademas, las hembras tienen una tendencia a poseer un mayor

porcentaje de grasa corporal.

2.6.5. Gestacioén

El proceso de gestacidn, comporta una serie de cambios en el funcionamiento y composicion
corporal de los animales. Por ejemplo, a nivel del sistema gastrointestinal, se verifica una
disminucién de las secreciones &cidas y de la motilidad intestinal, afectando por una parte la
velocidad de transito de los farmacos administrados por via oral, y por otra parte, el grado de
solubilidad y absorciéon causado por variaciones en la secrecion de los jugos gastricos que
conllevan modificaciones del pH géstrico. El sistema circulatorio también se ve afectado por el
aumento del flujo sanguineo y débito cardiaco lo que incrementa la velocidad de distribucién y
aclarado renal, pudiendo con esto disminuir el tiempo de permanencia de los farmacos en el
organismo. Asimismo el aumento del agua corporal que se produce en las hembras gestantes,

provoca significativos cambios en la pauta de distribucién de los farmacos en el organismo.

Una de las principales alteraciones que se observan en el decurso de la gestacion, es la
composicién de las proteinas plasmaticas, se produce un aumento de las globulinas y
disminucién de las albuminas. Incluso en valores porcentuales se puede decir que hay una
disminucién de la cantidad total de proteinas plasméticas. Esta disminucién en los niveles de
proteinas plasmaticas podria ser debido al aumento del agua corporal y del volumen
plasmatico que se produce durante la gestacion. Algunos estudios han demostrado que la
sintesis de las proteinas se mantiene, sin embargo no es lo suficiente para compensar el
incremento del volumen sanguineo (Notarianni, 1990). La hipoproteinemia puede causar un
aumento en la distribucién tisular, debido al incremento en la cantidad de farmaco libre, lo que
causaria cambios en los efectos farmacoldgicos (cinéticos y dinamicos) de los farmacos
administrados durante la gestacion. Ademas de estos cambios funcionales en la hembra
gestante, también se observa la presencia de nuevos compartimentos como son los tejidos y
fluidos fetales, y placentarios. Estos nuevos compartimentos pueden afectar la distribucion de

los farmacos en el organismo.
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También, se producen cambios hormonales como son el incremento de los niveles de
progesterona. Es conocido que el metabolismo hepético a nivel del Cit. P450 puede verse
modificado por la presencia de progesterona que puede interaccionar con el metabolismo de
los farmacos. Numerosos autores han descrito modificaciones en la cinética de los farmacos
durante la gestacién, asi el fenobarbital, presenta una depuracibn mas rapida durante la
gestacion, debido a una posible induccion de la actividad metabodlica (Hogstedt y cols., 1985), y
la teofilina es eliminada mas lentamente debido a una posible inhibicion de su metabolismo

hepatico (Gardner y cols., 1987).

En la literatura, hay pocos estudios sobre el efecto de la gestacion en la disponibilidad de los
BZD. En un estudio realizado por Cristofol y cols. (1997a) en ovejas a las que se les administré
NTB en diferentes periodos de gestacion, no se observaron diferencias en la disponibilidad del
ABZSO y de su metabolito el ABZSO,. No obstante, estos autores sefialan que el complicado
metabolismo de estas substancias en los rumiantes, podria enmascarar las posibles

modificaciones provocadas por la gestacion.

2.6.6. Especie

La capacidad del organismo para metabolizar y eliminar los xenobiéticos puede variar con la
especie, estando condicionados por las caracteristicas morfofisiologicas de los animales.
Numerosos ejemplos corroboran estas diferencias y los farmacos BZD no son la excepcion al
respecto. En un estudio realizado en humanos, ratas, y perros después de la administracién de
una dosis de 10 mg/kg de ABZ por via oral se observaron diferencias en los parametros
farmacocinéticos del ABZSO y ABZSO, (Delatour y cols., 1991a). Estos autores encontraron
diferencias en las concentraciones maximas alcanzadas, siendo las mas altas las observadas
en ratas, seguidas de los perros y por Ultimo los humanos. Asimismo las AUCs del ABZSO
fueron de 39.2, 10.6, y 3.5 ug-h/mL para rata, perro y humanos, respectivamente. Al comparar
el perfil cinético del ABZSO obtenido después de la administracion de una misma dosis de ABZ
a cerdos (Alvarez y cols., 1996) y a terneras (Sanchez y cols., 1999) alimentados con pasto, se
observaron diferencias en los valores obtenidos de las AUCs, siendo estos significativamente

mayores para cerdos (23.7 = 3.43 ng-h/mL) que para terneras (12.7 = 1.20 nmg-h/mL).
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Las diferencias entre especies también pueden ocurrir al nivel del metabolismo. En estudios
realizados in vitro en los que se incubd el NTB, ABZ, y ABZSO en fluido ruminal e ileal
procedente de terneras y ovejas, se observd que la capacidad oxidativa era mayor en terneras
que en ovejas, sin embargo, los fluidos gastrointestinales procedentes de ovejas presentaban
mayor capacidad reductora (Lanusse y cols., 1992a; Lanusse y cols., 1992b). Asimismo, las
diferencias relacionadas con la especie también se observaron en el metabolismo hepético del
ABZ (Lanusse y cols., 1993b). Estos autores observaron que la capacidad oxidativa a nivel de
los microsomas hepaticos de la oveja era mayor que de la ternera. Estas diferencias
metabdlicas pueden ocurrir tanto en el proceso de sulfoxidacion como en la sulfonacion.
Delatour y cols. (1991b) observaron que al administrar ABZ por via oral a ovejas y a terneras,
la relacién de las AUCs entre ABZSO/ABZSO, diferian presentando valores de 3.2 y 0.6 para
ovejas y terneras, respectivamente. Similares diferencias también fueron encontradas entre
animales monogastricos a los que se les administr6 una misma dosis de ABZ, observandose
una relacion de las AUCs entre ABZSO/ABZSO, de 5.6 para ratas, 10.0 para perros y de 7.3
para humanos (Delatour y cols., 1991a). En definitiva la capacidad metabdlica de los enzimas
hepéaticos puede variar significativamente entre las diferentes especies animales, afectando de

esta manera el perfil cinético de los BZD y sus metabolitos.

3. Caracteristicas cinéticas y dinamicas de los farmacos

racémicos

Aproximadamente uno de cada cuatro agentes terapéuticos son comercializados como
mezclas racémicas sin tener en cuenta las caracteristicas farmacolégicas diferenciales de los
enantiémeros. Varios son los estudios que han demostrado la existencia de diferencias en el
comportamiento farmacoldgico entre los enantidmeros de algunos farmacos como la warfarina,
el verapamilo, la mefenitoina o el propanolol (Levy y Boddy, 1991). Estas diferencias pueden
ser debidas a una enantioselectividad en los procesos farmacocinéticos o en los procesos

farmacodinamicos (Hutt y Tan, 1996; Williams y Lee, 1985).
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3.1. Comportamiento farmacocinético de los enantiomeros

Los enantidmeros pueden presentar entre ellos diferencias en su comportamiento

farmacocinético, en el &mbito de absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion.

Para muchos farmacos, la absorcion desde el tracto gastrointestinal es un proceso pasivo, que
solamente depende del gradiente de concentraciones del farmaco y no se ve afectado por la
quiralidad de las moléculas (Nerurkar y cols., 1992). No obstante, cuando la absorcion se
realiza mediante transportadores, es posible que estos transportadores tengan mayor afinidad

por uno u otro enantidmero segun cual sea su estructura espacial (Williams, 1989).

La enantioselectividad a nivel de la afinidad del substrato para los enzimas responsables de los
procesos metabolicos ha sido observada por algunos autores, comportando diferencias en la
velocidad de formacion del complejo enzima-substrato y consecuentemente diferencias en la
velocidad de formacion de los metabolitos (Nerurkar y cols., 1992). Dicha selectividad se
acentla si la similitud entre el enzima y el substrato en el centro asimétrico quiral es mayor
para uno de los enantimeros (Williams y Lee, 1985). En la literatura hay varios estudios que
describen la enantioselectividad durante los procesos de sulfoxidacion por las enzimas del
sistema Cit. P450 y de las FMO (Light y cols., 1982; Waxman y cols., 1982). Estos autores
analizaron el 4-tolil-etil sulfide como substrato de las enzimas del sistema Cit. P450 y FMO
proveniente de ratas, y observaron que las FMO catalizaban preferentemente la formacién del
(R)-(+)-sulféxido mientras que el Cit. P450 catalizaba preferentemente la formacion del (S)-(-)-

enantibmero.

La glucuronoconjugacion de los enantiémeros de carprofeno por los microsomas hepaticos de
ratas, también es un proceso enantioselectivo, siendo la del R-enantidmero tres veces superior

al isébmero analogo (Maire-Gauthier y cols., 1998).

La enantioselectividad también se ha observado a nivel de la excrecién, ya que pueden
participar transportadores (Williams, 1989). En caballos, se observé que la tasa de excrecion
biliar del metabolito glucuronoconjugado del R-carprofeno era mayor que la del S-carprofeno y

era de mas del 70% (Maire-Gauthier y cols., 1998; Soraci y cols., 1995). En un estudio
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realizado en humanos a los que se les administré bisoprol fueron observadas diferencias tanto
en la depuracion renal como en la metabdlica de sus enantiomeros (Horikiri y cols., 1998).
Estos autores observaron valores para la depuracion renal de 6.4(1.6) y 7(1.6) L/h para el
negativo y positivo, respectivamente, y valores de 3.2 (0.1) y 4.2(0.2) L/h para la depuracion
metabdlica. Esto comporta diferencias en el perfil cinético entre cada uno de los enantiomeros,
como se ha observado para los enantiomeros del carprofeno (Mckellar y cols., 1994; Taylor y
cols., 1996) o del bisoprol (Horikiri y cols., 1998).

Diferentes autores sugieren que las FMO vy el Cit. P450 son sistemas enzimaticos que serian
enantioselectivos produciendo el (+) o el (-)-ABZSO respectivamente, a partir del ABZ.
Asimismo es posible que la formacidn del ABZSO, desde el ABZSO catalizado por el Cit. P450,
pueda favorecer al (-)-ABZSO. Esto fue observado en estudios realizados in vitro, con
microsomas hepaticos de rata (Moroni y cols., 1995; Solana y cols., 2000), de ternera (Virkel y
cols., 2000) y con microsomas de intestino de rata (Redondo y cols., 1999). En estos estudios
se sugiere que las FMO producen predominantemente el (+)-ABZSO mientras que las
isoenzimas CYP2C6 y CYP2A1 estdn mas implicadas en la produccion del (-)-ABZSO, lo que
puede ser consecuencia de una diferenciaciéon en la afinidad para el substrato. Asimismo
cuando se utilizo el metimazol como inhibidor metabdlico del ABZ a nivel de las FMO en ratas,
se observé que la produccién del (+)-ABZSO disminuia (Solana y cols., 2000). También

Lanusse y cols. (1993b) observaron algo similar en microsomas hepaticos de ovejas y terneros.

La enantioselectividad también ha sido sugerida a nivel de la sulfonacion (Benoit y cols., 1992).
Estos autores, cuando se administraban dosis sucesivas de ABZ a cabras, con intervalos de 24
h, detectaron que se producia un aumento de los niveles plasméaticos del ABZSO,, al mismo
tiempo que disminuian los niveles del (-)-ABZSO. Esta disminucion del (-)-ABZSO, iba
acompafiada de un aumento de las AUCs del (+)-ABZSO, que alcanzaba un 76, 91, y 92%
respecto al ABZSO total segun las tres dosis crecientes administradas. Tal diferenciacion
podria ser causada por un posible consumo selectivo del (-)-enantiomero por parte del Cit.
P450 en el proceso de la sulfonacion, como sugieren Light y cols. (1982) y Waxman y cols.
(1982).

En diferentes especies se ha observado que justo después de la administracion del ABZ o

ABZSO, las proporciones de los enantidmeros en la sangre permanecen en los primeros
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momentos en forma racémica. Con el tiempo, estas proporciones se van modificando en
funcion de la especie tratada. Estas diferencias en la producciéon y eliminacion de los
enantidbmeros entre especies se ha constatado comparando tratamientos realizados en ovejas,
humanos, ratas, perros y terneras. Al comparar las AUCs del (+)-ABZSO, después de la
administracion oral de ABZ a ratas, perros y humanos, se observé que en el hombre, perros y
ratas éstas representaban un 80, 70 y 41 % del total del AUC del ABZSO, respectivamente
(Delatour y cols., 1991a). Similares diferencias fueron encontradas al comparar ovejas y ratas,
donde el (+)-enantibmero era mayoritario en ovejas, y en ratas predominaba el (-)-ABZSO
(Delatour y cols., 1990a). Estas diferencias podrian ser debidas a diferencias en el perfil y
composicién de los enzimas hepaticos, responsables del metabolismo del ABZ y del ABZSO,
entre las diferentes especies. En un estudio realizado en terneras a las que se administré
ABZSO racémico por via intravenosa se vio que el tiempo de vida media de eliminacion del (-)-
ABZSO era la mitad del correspondiente al (+)-ABZSO, con valores de 5.41 h para (+)- ABZSO
y de 2.67 h para el (-)-ABZSO (Cristofol y cols., 2000). Lo que sugeriria la implicacion del

metabolismo hepatico en esta diferenciacion.

Es conocido, como ya se ha descrito anteriormente, que existe un significativo metabolismo
ruminal de NTB, ABZ y ABZSO. No obstante, se desconoce la existencia de procesos
enantioselectivos durante la formacion o consumo de los enantiomeros de ABZSO por lo que

se requieren estudios al respecto.

Las diferencias en el perfil cinético de los enantidmeros del ABZSO, pueden afectar la actividad
antiparasitaria del ABZSO, ya que la proporcién de concentracion de los enantiomeros por los
tejidos parasitarios es similar a la sanguinea, como se ha observado con la Fasciola hepética
(Alvarez y cols., 2000). Estas diferencias en la disponibilidad de los enantiomeros podria ser
negativa si el enantidmero negativo, que es el que se encuentra en menor proporcion, fuera
mas eficaz que el positivo, ya que el (+)-ABZSO es el que estd presente en mayores
proporciones en las especies animales susceptibles de un tratamiento (Delatour y cols., 1991a;
b).
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3.2. Comportamiento farmacodinamico de los enantiomeros

Numerosos estudios han puesto de relieve que la accion farmacolégica y las reacciones
adversas pueden diferir entre los enantiomeros (Williams, 1989). Este comportamiento puede
ser debido a diferencias en la afinidad a las proteinas plasmaticas, a los receptores celulares o
a la actividad intrinseca de cada uno de los enantiémeros; lo que puede comportar una
respuesta toxica cualitativa o cuantitativa diferente (Landoni y cols., 1997). Dichas diferencias,
han sido descritas para muchos farmacos de uso veterinario como son el cloprostenol,

verapamilo, ketamina y algunos anestésicos inhalatorios (Landoni y cols., 1997).

Las diferencias cualitativas se basan en el tipo de actividad que cada uno de los enantiomeros
ejerce. Por ejemplo, la R-talidomida actia como un sedante, mientras que la S-talidomida es un
potente teratégeno (Landoni y cols., 1997). En ensayos clinicos para el tratamiento de la
enfermedad de Wilson, se observé que el uso del componente sintético racémico de la
penicilamina caus6 neuritis Optica, mientras que el tratamiento con R-penicilamina no produjo
estos efectos adversos (Walshe, 1992). Estudios realizados por Cox y cols. (1998) demostraron
que el efecto farmacolégico del enantidmero S(-)-bupivacaina era similar al de la forma
racémica y no presentaba algunas de las reacciones adversas observadas cuando se

administraba la forma racémica o el enantidmero R(-)-bupivacaina.

Cuantitativamente, los enantiomeros producen un mismo efecto bioldgico, pero con diferente
potencia. Por ejemplo, White y cols. (1980) observaron que las reacciones adversas que
aparecian después de la administracion de R-ketamina eran mayores que las que producia la
S-ketamina. En un estudio realizado en caballos en que se administraron por separado los
enantiémeros de ketoprofeno, se vio que el S(+)-ketoprofeno era el mas potente respecto al R(-

)-ketoprofeno (Landoni y Lees, 1996).
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Cuando se administran farmacos racémicos, sus enantiomeros pueden tener diferente
comportamiento farmacocinético y farmacodinamico. Por lo tanto, es posible que el uso de
cada uno de ellos por separado proporcione ventajas en el campo de la terapéutica tales como,
el aumento de la selectividad del perfil farmacolégico del tratamiento, la potenciacién del indice
terapéutico, la disminucién de las reacciones adversas y/o la reduccion de las interacciones

entre ellos.

Los BZD son farmacos que se administran generalmente por via oral, y es conocido que son
biotransformados a nivel gastrointestinal, en particular en los rumiantes. Estos factores,
plantean el interés en conocer el proceso de biodegradacion que el rac-ABZSO y sus
enantidbmeros sufren a nivel gastrointestinal y las repercursiones que este metabolismo puede

tener en su eficacia y toxicidad.

Como el ABZSO es un farmaco racémico, el conocimiento del comportamiento farmacoldgico
de sus enantiomeros cuando se administran en forma racémica o por separado, es importante,
asi, ajustar la posologia que permita para mejorar la eficacia y disminuir su conocida

toxicidadembrionaria y fetal

Partiendo de estas permisas se han fijado los siguientes objetivos:
1. Caracterizacion del perfil cinético del ABZSO en su forma racémica y de cada uno de
sus enentiomeros. Para ello se estudiara:
La cinética plasmatica del rac-ABZSO y de sus enantidmeros tras la administracion
oral del albendazol sulféxido racémico en ovejas hembras y machos.
La biotransformacion del ABZSO en los fluidos ruminales, mediante la utilizacién

de rumenes artificiales.

2. Analisis de las implicaciones que la disposicion de ambos enantibmeros en el
organismo puede tener en la toxicidad embrionaria y fetal observada para el ABZSO.
Para ello se estudiaran:
La cinética del rac-ABZSO y de sus enantibmeros en ovejas gestantes y en sus
respectivos fetos. Evaluando el transporte placentario, tras la administracion del
rac-ABZSO.

La cinética del rac-ABZSO y de sus enantibmeros en ratas gestantes tras la
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administracion del rac-ABZSO, analizando su acceso a los embriones.
Los efectos embriotoxicos y teratogénicos de estos farmacos en ratas tras la

administracion por via oral de tres dosis crecientes de rac-ABZSO.
3. Caracterizacion, en ratas, de la cinética de cada uno de los enantiémeros del

ABZSO, tras la administracién por separado de cada uno de ellos y también de la forma

racémica.
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1. Reactivos

Durante el procedimiento experimental fueron utilizados los reactivos siguientes:

Metanol (Riedel-de-Haén, Seelze, Alemania)

Acido clorhidrico (36%, SDS, Peypin, Francia)

Acetato de etilo (Riedel-de-Haén, Seelze, Alemania)

Acetonitrilo (Riedel-de-Haén, Seelze, Alemania)

2-Propanol (Riedel-de-Haén, Seelze, Alemania)

Amoniaco (SDS, Peypin, Francia)

Acido acético glacial (SDS, Peypin, Francia)

Dihidrogenofosfato de sodio (Merck KgaA, Darmstadt, Alemania)
Rojo de Alizarina S (Panreac Quimica SA, Barcelona, Espafia)
Hidroxido de potasio (Panreac Quimica SA, Barcelona, Esparia)
Hidroxido de sodio (Panreac Quimica SA, Barcelona, Espafia)
Carboximetilcelulosa (CMC, Roig-Farma, SA; Barcelona, Espafia)
Glicerol (Scharlau, Espafia)

Alcohol etilico (Scharlau, Espafa)

Alcohol benzilico (Scharlau, Espafia)

2. Farmacos

2.1. Substancias estandares

Albendazol (ABZ) suministrado por Hoeschst Marion Rossel (Frankfurt AM,
Alemania), albendazol sulfoxido racémico (rac-ABZSO) y albendazol sulfona
(ABZSO,) suministrados por Schering-Plough (Animal Health Research,
Kenilworth, NJ, USA), netobimin (NTB) suministrado por Essex Laboratorios
(Barcelona, Espafia) y Oxibendazol (OXI) suministrado por BASF Labiana
(Terrassa, Espafa). La pureza de todas las substancias fue superior al 99%.

Los enantibmeros del ABZSO separados fueron suministrados por el
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Departamento de Quimica Analitica de la Facultad de Quimica de la Universidad
de Valladolid (Espafia). La pureza de estos enantiémeros fue superior al 98.5%
para el (+)-ABZSO y al 96.4% para el (-)-ABZSO, y fue testada mediante una

técnica cromatografica de separacién quiral descrita en el apartado de métodos.

2.2. Formulaciones

ABZSO (Rycoben SC, 2.5%, Young’'s Animal Health, Leyland, Reino Unido). La
proporcién de los enantibmeros en la formulacion fue de 50.2 (0.2)% para (+)-
ABZSO y 49.8(0.2)% para (-)-ABZSO y fue calculada mediante la técnica de
separacioén quiral por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

Para la administracion de los enantiémeros del ABZSO por separado se prepard una
suspensién de 0.5 mg ABZSO /mL en CMC (1%):HCI (0.05 M) (50:50). Para
administrar la forma racémica a ratas en el estudio farmacocinético se preparé una
suspension de 1 mg/mL en una solucion similar a la descrita anteriormente

Acetato de fluorogestona (Esponjas vaginales con 30 mg de FGA, Chrnogest?,
Laboratorios Intervet S.A, Salamanca, Espafia)

Midazolam (0.5mg/kg; Dormicum?, Productos Roche, S.A, Madrid, Espafia)
Fentanilo (0.001mg/kg; Fentanest®, Productos Roche, S.A, Madrid, Espafia)
Tiopental sdico (10 mg/kg, 1V, Pentothal® Sadico, Abbott laboratorios, S.A., Madrid,
Espafia)

Isofluorano (Forane®, Abbott laboratorios, S.A., Madrid, Espafia)

Buprenorfina (0.01mg/kg/8h, Buprex?, Shering-Plough, S.A, Madrid, Esparia)
Penicilina (Penilevel; 1000000 Ul, Laboratorios ERN, Barcelona, Espafia)

Heparina (Heparina Rovi; 5%, Laboratorios Farmacéuticos Rovi, S.A., Madrid;
Espafia)

3. Soluciones

Soluciones de ABZ, ABZSO, ABZSO,, NTB y OXI en metanol a concentraciones de
0.1, 0.01 y 0.001 pg/mL
Solucién de acetato amonico (0.025M, pH =7.2)
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Solucién de dihidrogenofosfato de sodio (0.01 M; pH = 6.9)

Solucién de carboximetilcelulosa en agua (1%)

Solucién de &cido clorhidrico (0.05 M)

Solucién de acido clorhidrico (3 M)

Solucién de heparina en suero fisiolégico (0.05 mg/mL)

Solucién de hidréxido de potasio (1%) con rojo de Alizarina S (6 mg/L)
Solucién de hidréxido de sodio (5N)

Solucién de metanol en agua (10%)

4. Aparatos

4.1. Material de laboratorio en general

Agitador horizontal (Promax, Heidolph)

Vértex (Reax 2000, Heidolph)

Centrifuga (Omnifugue. ORS, Heraeus)

Rotavapor (Electr KG, Heidolph)

Sistema de extraccion en fase sélida (Supelco)

Columnas de extraccion en fase sélida (Columnas C18, BondElut, Varian Inc.,
Harbor City, CA, USA)

Bomba de Vacio

4.2. Sistema de fermentadores artificiales

Seis fermentadores de flujo doble de 1.32 litros con:
Agitadores magnéticos
Gas Nitrégeno
Saliva artificial con 0.4 g/L de urea
Ordenador (PC, Personal Computer)

PLC (Programmable Logic Controller, FieldPoint, Nation Instruments, TX)
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4.3. Sistema cromatografico

El sistema cromatogréafico utilizado fue un HPLC (Series HP 1100, Hewlett Packard, GmbH,
Waldbronn, Alemania) constituido por:

Bomba cuaternaria

Desgasificador

Inyector automatico refrigerado

Horno para columnas

Detector espectrofotométrico Diode Array

Como fase estacionaria para separacion de los analitos se utilizé6 una columna de fase reversa
C18 (Spherisorb ODS-2 Nucleosil; 5 pm; 20 cm x 4.6 mm; Waters Corporation; Milford,
EE.UU.), y para la separacion de los enantiomeros se utilizé una columna de a-glicoproteina
(Chiral-AGP, 100 x 4.5 um; ChromTech; Hagersten; Suecia).

5. Animales

5.1. Ovejas

5.1.1. Estudio farmacocinético del ABZSO y de sus enantibmeros en ovejas

machos y hembras

Para estudiar el perfil farmacocinético del ABZSO y de sus enantiomeros en ovejas (Ovis aries)
se utilizaron seis hembras adultas de raza Manchega, entre 3 y 4 afios de edad, con un peso
medio de 65,1 (5.7) kg, y seis machos adultos de raza Manchega de entre 3 y 4 afios de edad,
con un peso medio de 85,9 (9.4) kg. Los animales pertenecian al Servicio de Granjas
Experimentales de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Autbnoma de Barcelona
(Barcelona, Espafia). Estos animales tenian libre acceso a alimentacién y agua, y se

encontraban en un optimo estado sanitario.
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5.1.2. Estudio del paso placentario del ABZSO y de sus enantiomeros en ovejas

Para la realizacion del estudio del paso placentario de los enantidmeros del ABZSO se
utilizaron seis ovejas (Ovis aries) adultas de raza Manchega pertenecientes al Servicio de
Granjas Experimentales de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Autonoma de
Barcelona (Barcelona, Espafia). El peso de los animales era de 61.5 (5.7) kg y su edad estaba
comprendida entre los 2 y 3 afios. Se sincronizdé el celo de las ovejas con esponjas
intravaginales de progestagenos (CHRONO-GEST?). Las esponjas se mantuvieron durante 14
dias. Una vez retiradas éstas, las ovejas fueron introducidas en un corral con un macho para su
cubricién, entrando en celo a las 24-48 horas posteriores a la retirada de las esponjas.
Después de una semana se retiré6 el macho. A las seis semanas se realiz6 un control

ecografico a todas las ovejas para confirmacion de la gestacion.

5.2. Vacas

El fluido ruminal inoculado a los fermentadores fue obtenido de dos vacas lecheras canuladas
pertenecientes al Servicio de Granjas Experimentales de la Universidad Aut6noma de
Barcelona (Barcelona, Espafia). Estos animales eran alimentados con una dieta compuesta de
heno de alfalfa (60%), trigo (17%), maiz (8.6%), cebada (5%), harina de soja (3.4%), harina de
girasol (1.1%), y vitaminas y minerales (2.5%). Esta dieta cumple las recomendaciones

nutritivas del NRC (1989) para vacas lecheras.

5.3. Ratas

5.3.1. Estudio del perfil cinético y embriotéxico del ABZSO y de sus

enantidmeros en ratas gestantes
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Para este estudio se utilizaron 18 ratas (Rattus norvegicus) de la cepa Sprague Dawley. La
edad de las ratas estaba comprendida entre las 9-10 semanas y el peso entre 230 y 300 g. Las
ratas fueron suministradas por el Servicio de Estabulario de la Universidad Auténoma de

Barcelona (Barcelona, Espafia).

Se determiné el ciclo estral de las ratas por frotis vaginal. Posteriormente, las ratas se
introdujeron en jaulas con machos para su cubricion. Se considerd dia 0 de gestacion el dia en
gue se aprecio un residuo de esperma en el frotis vaginal. Las ratas gestantes se alojaron, en
grupos de cuatro, en jaulas de policarbonato. La temperatura siempre se mantuvo entre 19-
25°C y la humedad relativa a 55 + 10%. La iluminacion también se controlaba para
proporcionar un ciclo de 12 h luz-oscuridad. Todos los animales fueron alimentados con una

dieta comercial (AO4, PANLAB, Barcelona, Espafia) y disponian de acceso libre a agua.

5.3.2. Estudio farmacocinético del ABZSO y de cada uno de sus enantiémeros en

ratas no gestantes

Para este estudio se utilizaron 36 ratas (Rattus norvegicus) de la cepa Sprague Dawley. La
edad de las ratas estaba comprendida entre las 9-10 semanas y el peso entre 230 y 300 g. Las
ratas fueron suministradas por el Servicio de Estabulario de la Universidad Autbnoma de
Barcelona (Barcelona, Espafia). El manejo de los animales fue similar al descrito en el apartado

anterior.

6. Disefio experimental

6.1. Estudio farmacocinético del ABZSO y de sus enantiomeros en ovejas

machos y hembras
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Para este estudio se utilizaron dos grupos de seis ovejas, uno de hembras y el otro de machos.
Cada animal fue tratado por via oral con 7,5 mg/kg de rac-ABZSO (Rycoben SC). Antes de la
administracion del farmaco se les colocé una candla en la vena yugular desde donde se tomé
una muestra de sangre como control. Después del tratamiento se tomaron muestras de sangre
(5 mL) a diferentes tiempos hasta las 70 horas postadministracion del farmaco. La canula para
la toma de las muestras se retiraba a las 20 h posteriores a su colocacién y las muestras
siguientes se obtuvieron por puncién de la vena yugular. Todas las muestras se recogieron en
tubos de polipropileno heparinizados. A continuacion, las muestras fueron centrifugadas a 2000

g durante 20 min para obtener el plasma, que se almacené a -20°C hasta el analisis.

6.2. Estudio in vitro del efecto de la flora ruminal sobre el metabolismo del
NTB, ABZ, ABZSO y de los enantiomeros del ABZSO

Para estudiar el efecto de la fermentacién ruminal sobre el metabolismo de NTB, ABZ, ABZSO
y los enantiomeros del ABZSO se utilizaron seis fermentadores de flujo doble descritos por
Hoover y cols. (1976) y modificados por Calsamiglia y cols. (1999) con un volumen de 1.32 L,

en dos periodos consecutivos.

Los fermentadores fueron inoculados con fluido ruminal obtenido de las dos vacas lecheras
canuladas. El contenido ruminal fue mezclado continuamente (300 rpm) a través de agitadores
magnéticos durante todo el estudio. La temperatura de los fermentadores fue mantenida a
38°C, con un pH ajustado a 6.4 por infusion de 3N HCl o 5N NaOH. Las condiciones
anaerobias fueron mantenidas por infusion de nitrégeno a un flujo de 40 mL/min. Para simular
el reciclaje del nitrégeno fue administrada por infusion continua a los fermentadores saliva
artificial (Weller y Pillgrim, 1974) que contenia 0.4 g/L de urea. La tasa de dilucion de las
fracciones liquida y soélida del contenido de los fermentadores fue mantenida a 10 y 5%/h,
respectivamente. Las variables de fermentacion fueron monitorizadas y controladas mediante
un programa de ordenador (Programmable Logic Controller, FieldPoint, Nation Instruments,
TX). A continuacion los fermentadores se dejaron acondicionando durante 2 h antes de la

administracion del farmaco.
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Dos horas después de la inoculacion de los fermentadores con liquido ruminal, 30 g de la
misma dieta que normalmente se utilizaba para la alimentacién de las vacas fueron
administrados a los fermentadores. En simultaneo, se administraron 104 mg de NTB, 52 mg de
ABZ o0 39 mg de rac-ABZSO, respectivamente a los distintos fermentadores. Las dosis
utilizadas en este estudio fueron equivalentes a las dosis terapéuticas utilizadas ajustadas a la
media del volumen ruminal. El estudio se repitid dos dias diferentes en seis fermentadores, y
cada droga fue administrada a dos fermentadores cada dia. Muestras del fluido ruminal (2 mL)
fueron tomadas en tiempos predeterminados entre las 0.25 y 8 h postadministracion, filtradas y

almacenadas a -20°C hasta el analisis.

6.3. Estudio del paso placentario de los enantiomeros del ABZSO en

ovejas

6.3.1. Procedimiento quirdrgico

Entre los 120 y 130 dias de gestacion se procedio a la implantacion de catéteres a la madre y
al feto siguiendo el procedimiento quirtrgico descrito por Pérez y cols. (1989) con algunas

modificaciones adecuadas a las presentes condiciones experimentales.

Después de 12 horas de ayuno, los animales fueron premedicados con Midazolam (0.5 mg/kg),
fentanilo (0.001 mg/kg) y tiopental sodico (10 mg/kg) para la sedacion e induccion anestésica.
La anestesia fue mantenida por intubacion con isofluorano y oxigeno (2-3 %, 2 L/min. de
Oxigeno) en un circuito semicerrado. Cuando los animales se encontraban anestesiados, y
después de la preparacién del campo quirdrgico, se procedio a la cirugia. Se accedi6 al Gtero a
través de una celiotomia caudal. Se exterioriz6 el miembro posterior del feto tras una
histerotomia y se coloc6 un catéter de polipropileno en la vena safena fetal. La incisién uterina
y abdominal fue cerrada y el catéter fue exteriorizado a través de la region sublumbar de la
oveja. Los catéteres fueron llenados con una solucién de heparina y cerrados con una llave de
tres vias. Para evitar el cierre de los catéteres, éstos fueron lavados dos veces al dia. Para
evitar posibles infecciones postoperatorias, los animales fueron tratados con una dosis de

penicilina G (1,000,000 Ul) por via intramuscular; y para evitar el dolor postquirdrgico, se les
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administré buprenorfina (0.01 mg/kg/8h). Finalizada la intervencion se dejaron los animales
durante tres dias con libre acceso a alimentacion y agua para su recuperacion postoperatoria.
Durante el periodo postoperatorio se lavaban los catéteres dos veces al dia con una solucién

heparinizada de suero fisioldgico estéril y se comprobaba su funcionamiento.

6.3.2. Estudio cinético

Después de la implantacion de los catéteres y del periodo postoperatorio, se les administré por
via oral una dosis de 7.5 mg rac-ABZSO/kg (Rycoben SC). Antes de la administracion del
farmaco se les colocaba una canula en la vena yugular y se tomaba una muestra de sangre
como control. Después del tratamiento se tomaron muestras de sangre (5 mL) a diferentes
tiempos hasta las 70 horas postadministracion del farmaco. La canula para la toma de las
muestras se retiraba a las 20 h posteriores a su colocacion y las muestras de sangre se
tomaron por puncion de la vena yugular. Todas las muestras se recogieron en tubos de
polipropileno heparinizados. A continuacion, las muestras fueron centrifugadas a 2000 g
durante 20 min para obtener el plasma, que se almacendé a -20°C hasta el analisis.
Paralelamente se tomaron muestras de la sangre de los fetos (0.5 mL) a través del catéter
colocado quirdrgicamente. Todas las muestras se recogieron en tubos de polipropileno
heparinizados. A continuacion, las muestras fueron centrifugadas a 2000 g durante 20 min para

obtener el plasma, que se almacend a -20°C hasta el andlisis.

6.4. Estudio del perfil cinético del ABZSO y de sus enantiomeros

administrados en forma racémicay por separado a ratas

El estudio cinético del rac-ABZSO, (+)-ABZSO vy del (-)-ABZSO se realiz6 en ratas machos. Los
animales fueron divididos en tres grupos de 12 ratas correspondientes a los tres tratamientos
realizados. Dentro de los grupos, se ordenaron en sub-grupos de tres ratas de las que se
recogieron cuatro muestras de sangre a diferentes tiempos predeterminados durante el
experimento. Al primer grupo se les administré una dosis de 10 mg/kg de rac-ABZSO, al
segundo grupo 5 mg/kg de (+)-ABZSO y al tercer grupo 5 mg/kg de (-)-ABZSO. La

administracion se realizé por via oral a todos los animales. Después de la administracion del
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farmaco se tomaron muestras de sangre en periodos predeterminados entre las 0.25 y 16 h,
con ayuda de un capilar heparinizado en el sino orbital. Todas las muestras se recogieron en
tubos de eppendorf heparinizados. A continuacién las muestras fueron centrifugadas a 2000 g
durante 20 min para obtener el plasma, que se almacend a -20°C hasta el andlisis. Para evitar
el dolor, los animales fueron anestesiados con isofluorano antes de la toma de muestras de

sangre. Después del dltimo muestreo los animales fueron eutanasiados.

6.5. Estudio del paso placentario del ABZSO en ratas. Analisis del perfil

cinético de la madre gestante

A tres grupos de seis ratas gestantes se les administré en el dia 10 de gestacion, una dosis
Unica de rac-ABZSO (Rycoben SC) por via oral. Las dosis administradas fueron de 8.5, 10y 14
mg/kg. Se escogid el dia 10 de gestacion y las dosis basandose en estudios previamente
realizados tras la administracion de netobimin a ratas gestantes en las que se observaron
malformaciones congénitas atribuidas a la accién del ABZSO (Cristofol y cols., 1997b; Delatour

y cols., 1984; Navarro y cols., 1999).

Después de la administracion del farmaco a los animales, se recogieron muestras de sangre en
el sino orbital con ayuda de un capilar heparinizado en tiempos predeterminados entre las 0.25
y 8 h postadministracién. En cada tiempo se recogieron muestras de tres ratas. A las 9 h
postadministracion, todos los animales fueron anestesiados con isofluorano y después
eutanasiados por exsanguinacion. A continuacion se recogié su sangre y se procedié a una
necropsia para la extraccion de los embriones. La sangre recogida fue inmediatamente
centrifugada para la separaciéon del plasma. El plasma y los embriones obtenidos fueron

almacenados a -20°C hasta el analisis.

6.6. Analisis de la toxicidad del ABZSO en embriones de rata

Este estudio se realizé en cuatro grupos de ratas gestantes de 10 dias. Uno de los grupos fue
utilizado como control, a los que se administro el vehiculo utilizado para disolver el farmaco.

Los otros tres grupos fueron tratados por via oral con una dosis Unica de 8.5, 10, o 14 mg/kg de
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rac-ABZSO (Rycoben SC).

En el dia 20 de gestacidon y previa anestesia profunda con isofluorano, se practic6 una
ovariohisterectomia a todas las madres, extrayendo individualmente del Utero cada feto con su
placenta. Los fetos fueron sacrificados con una sobredosis de isofluorano. Posteriormente, las
ratas fueron sacrificadas con una sobredosis de isofluorano. De los Uteros extraidos de los
animales se controlaron los siguientes parametros:

NUmero de cuerpos liteos

Numero y distribucion de los puntos de implantacién. Las implantaciones se clasificaron

como reabsorciones, fetos muertos y fetos vivos

Peso individual de los fetos

Malformaciones externas de los fetos

Anomalias de los principales 6rganos maternos

A partir de los datos obtenidos se calcularon los siguientes parametros:
Perdidas pre-implantacion (%) = (N1 - N2 /N1) " 100
Perdidas post-implantacion (%) = (N2 - N3/ N2) © 100
Porcentaje de reabsorciones (%) = (N4 /N2) ~ 100
Porcentaje de fetos vivos (%) = (N3 /N2) ~ 100

Siendo: N1 = Numero de cuerpos lateos; N2 = NUmero de puntos de implantacion; N3 =

NuUmero de fetos vivos; N4 = NUmero de reabsorciones.

7. Métodos analiticos empleados

7.1. Extraccién de los analitos de las muestras de plasma o embridn

El ABZSO, ABZSO,, y ABZ fueron extraidos de las muestras del plasma de ratas, ovejas y de
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los embriones siguiendo el protocolo que se detalla a continuacion.

Se colocaron en un tubo de vidrio con tampén de rosca 1 mL de plasma o 1 g de los
embriones. Se afiadieron 2,5 pg de OXl como patron interno, 1 mL de solucién acetato
amonico (0.025M, pH 7.2) y 10 mL de acetato de etilo. En el caso de los embriones, éstos
fueron previamente homogeneizados mediante un ultratirax. El contenido obtenido se agit6 al
vortex durante 30 s y a continuacion durante 20 min en un agitador horizontal; después se
centrifugaron a 2000 g durante 20 min. Se recogia la fase organica, se transferia a tubos
conicos y se secaba al rotavapor en un bafio a 37°C. El extracto seco obtenido se redisolvid
con 300uL de la fase movil y se inyectaban 50 uL de estas muestras redisueltas en el

cromatdgrafo para su separacién y cuantificacion.

7.2. Extraccion de los analitos del contenido ruminal

7.2.1. Preparacion de las muestras

0.5 mL de las muestras de fluido ruminal se transfirieron a un tubo eppendorf de 1.5 mL. Se les
afiadieron 2.5 pg de OXI como patrén interno y 0.5 mL de acetonitrilo, y se agitaron al vortex
durante 10 segundos. Tras la agitacion se centrifugaron a 17000 g. Se recogi6 la fase organica
y se transfirié a un tubo de vidrio donde se le afiadieron 5 mL de agua bidestilada. El contenido
se agitd durante 5 segundos al vOrtex. A continuacion se procedié a la extraccion de las
muestras utilizando columnas de fase sélida (C18). Estas columnas eran acondicionadas
previamente en el extractor de vacio con 0.5 mL de metanol y 0.5 mL de agua bidestilada,

consecutivamente.

7.2.2. Extracciéon en fase soélida

Después de acondicionar la columna, y sin dejarla secar, se pasaban las muestras previamente
preparadas por la columna. Tras pasar la muestra, y sin dejar secar la columna, se pasaban
0.5 mL de 90% H,O bidestilada + 10% MeOH para lavar la muestra. Posteriormente se dejaba

secar la muestra durante 5 min.
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Una vez seco el cartucho de extraccion se le pasaban 3 mL de metanol para eluir la muestra
recogiendo el contenido en un tubo de ensayo de 5 mL. Se secaba el metanol con un flujo de
nitrégeno colocando los tubos en un bafio a 40 °C. El extracto seco obtenido se redisolvio con
300uL de la fase movil utilizada para la separacion cromatografica y se inyectaron 50 uL de

estas muestras en el cromatografo para su separacion y cuantificacion.

7.3. Cuantificacién cromatogréafica de los analitos en las muestras

La técnica de extraccion y determinacion de los diferentes analitos en el plasma, los embriones
y en el fluido ruminal, fue validada antes de analizar las diferentes muestras de acuerdo con las
recomendaciones de la EMEA (1998).

7.3.1. Determinaciéon del NTB, ABZ, ABZSO y ABZSO, en fluido ruminal, plasmay

embriones

Para la determinacién de las concentraciones del ABZSO-total, NTB, ABZSO, y ABZ en las
muestras analizadas (fluido ruminal, plasma y embriones) se utilizé una columna de fase
reversa C;g y una fase movil compuesta de una solucion de acetato amoénico (0,025 M, pH 7,2)
y acetonitrilo aplicandose un gradiente lineal en una proporcion inicial de 27:73 hasta llegar a
65:35 en 5 min, seguido de un acondicionamiento de la columna durante 3.5 min a
proporciones iniciales, con un flujo de 1,5 mL/min. La deteccién ultravioleta se realizé6 a 292
nm. Bajo estas condiciones, los tiempos de retenciéon observados fueron: 2.9, 3.3, 3.8, 5.4, y
6.4 min. para el ABZSO, NTB, ABZSO, OXI| y ABZ, respectivamente. Los limites de
cuantificacion fueron de 0.02 pg/mL para ABZSO, y de 0.01 ug/mL para los restantes analitos.

7.3.2. Separacion y cuantificaciéon de los dos enantiémeros del ABZSO

Durante la separacién cromatografica de los analitos con el método descrito en el apartado
anterior, se recogia la fase mévil correspondiente al pico de ABZSO (2.9 min). Se secaba la
fase movil bajo corriente de nitrégeno y el residuo era redisuelto con 200 pL de una solucién de

NaH,PO, (0.01 M; pH = 6.9), de los cuales 50 pL eran inyectados en el cromatografo. La
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separacién cromatografica de los enantidmeros de ABZSO se realizaba con una columna quiral
de a-glicoproteina, con una fase movil compuesta por una soluciéon de NaH,PO, (0.01 M; pH =
6.9) y 2-Propanol (99:1). El flujo de trabajo fue de 0.9 mL/min y la deteccién
espectrofotométrica se realizé a 292 nm. En estas condiciones, los tiempos de retencién para
los dos enantiomeros del ABZSO fueron de 3.3 min para (-)-ABZSO y de 5.3 min para el (+)-

ABZSO. El limite de cuantificacién de esta técnica se establecio en 0.1 pg/mL.

Después de la separacidon cromatografica de los enantiémeros se determiné el area de cada
pico y se calculé el porcentaje de cada uno en funcion del area total de los dos enantiémeros.
Se calcularon las concentraciones de los enantibmeros a partir del porcentaje de cada
enantiébmero respecto a la concentraciéon del ABZSO-total, observada segin la metodologia

descrita en el apartado anterior.

7.4. Estudio de las malformaciones esqueléticas

Para el estudio de las malformaciones esqueléticas de los fetos de rata se utilizé una tincion del
esqueleto con rojo de alizarina S y posteriormente se transparentaron los tejidos blandos segun

lo descrito por Staples y Schenell (1964). Esto se realizé del modo siguiente:

Se evisceraban los fetos

Se fijaban manteniéndolos en una solucion de alcohol etilico de 70° un minimo de 10 dias
Se maceraban los tejidos blandos de los fetos mediante una solucion de KOH (1%) durante
24 h

Tras un lavado con agua corriente, los fetos se tefiian introduciéndolos durante 2 dias en
una solucion de KOH (1%) con Alizarina S (6 mg/mL)

Los fetos se transparentaron, con un lavado de agua corriente y con su introduccion en una
solucion de glicerol/alcohol etilico al 70°/alcohol benzilico, en proporciéon 2:2:1, durante
varios dias hasta que la transparentacion fue total

La conservacion de los fetos se realizd en una solucién de glicerol y alcohol etilico 70°

(1:1). Se afiadieron unos cristales de timol para prevenir la aparicién de hongos
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La nomenclatura utilizada para la descripcién anatémica de las malformaciones esta de

acuerdo con Nomina Anatémica Veterinaria y Nomina Embryologica Veterinaria (1994).

8. Analisis farmacocinético

Las curvas de los niveles plasmaticos respecto al tiempo para cada analito, fueron analizadas
de modo individual para cada oveja y cada feto. En las ratas solo se disponia de una Unica
curva proveniente de los valores medios de tres animales en cada momento de muestreo.
Estos pardmetros se obtuvieron a partir de un analisis no compartimental basado en la teoria
de momentos estadisticos (Berrozpe y cols., 1997). De acuerdo con este modelo de andlisis, el
area bajo la curva de las concentraciones (AUC) es el momento estadistico de orden cero, y el
tiempo medio de residencia (MRT) es el momento de orden uno correspondiente a la curva
concentracion-tiempo. En el fluido ruminal solamente se calcul6 el AUC. Los pardmetros

farmacocinéticos calculados fueron los siguientes:

Area bajo la curva de las concentraciones plasmaticas respecto al tiempo (AUCq.):
Este parametro se determind mediante el método de los trapezoides basandose en la

formula siguiente:

n

Cnn +C
AUC(O-n): S (nl)—zn (tn'tn-l)

0

Tiempo medio de residencia (MRT): Tiempo que, en promedio, permanece de forma
inalterada una molécula de farmaco en el organismo, durante su transito por él. Este

parametro se obtuvo utilizando la siguiente formula:
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AUMC,'

MRT(O_t) = AUC A
0

De donde AUMC es la area bajo la curva del producto Concentracion-tiempo, respecto al

tiempo postadministracion, que se calcula con la férmula siguiente:

n
Ch-pting) + Cit
AUMC gy = Z B e G
0

La concentracién plasmatica maxima (Cmax) y el tiempo en el cual se observa (Tmax)
corresponden a los valores observados para cada animal. Son parametros que nos dan la idea

de los procesos de absorcion y de formacién de los farmacos y de sus metabolitos.

Para el calculo de estos pardmetros farmacocinéticos se utilizé el programa informético
PKSolutions (Farrier, 1997).

9. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los valores obtenidos en los diferentes estudios se utilizo el
programa informatico de analisis estadistico SPSS (Statistical Package for Social Sciences,
SPSS 8.0.1, SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.) y se aceptaron diferencias estadisticamente

significativas para p < 0.05. Este andlisis se efectu6 del modo siguiente:

9.1. Estudio farmacocinético del ABZSO y de sus enantiomeros en ovejas

machos y hembras
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En el estudio del comportamiento cinético en ovejas machos y hembras se compararon los
parametros cinéticos obtenidos para cada substancia entre machos y hembras. Los parametros
farmacocinéticos de los enantibmeros también se compararon dentro del mismo sexo. Dicha
comparacion se efectué mediante el test ANOVA previa logotransformacién de los valores
correspondientes a cada parametro excepto para el Tmax. Para la comparacion del Tmax se

utilizé el test no paramétrico de U-Mann-Withney.

9.2. Estudio del metabolismo ruminal de NTB, ABZ, ABZSO y de sus

enantiobmeros

En el estudio del metabolismo ruminal de NTB, ABZ, ABZSO se procedio a la comparacion
estadistica de las AUCs entre los enantiomeros de ABZSO en cada tratamiento previa
logotransformacion de los datos. Esta comparacion se realizd a través del test de analisis de
varianza (ANOVA).

9.3. Estudio del paso placentario del ABZSO y de sus enantibmeros en

ovejas

En el estudio del paso placentario se procedi6 a la comparacion de los parametros
farmacocinéticos de las substancias analizadas entre las madres y los fetos. También se
compararon los parametros farmacocinéticos de los enantiomeros entre si dentro de las

madres y de los fetos. Los tests utilizados fueron los mismos que los del apartado anterior.

9.4. Estudio de las concentraciones embrionarias de ABZSO en ratas

En el estudio de las concentraciones embrionarias se procedié a la comparaciéon de las
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concentraciones de los enantiémeros obtenidas en el plasma de las madres y en los embriones
en el momento del sacrificio, y a la comparacion de las concentraciones de los diferentes
analitos entre los embriones y las madres dentro del mismo tratamiento. A continuacién se
procedié a la comparacion de los valores entre los diferentes grupos de tratamiento, Estas

comparaciones se efectuaron mediante el test estadistico ANOVA.

9.5. Estudio de la toxicidad del ABZSO en embriones de ratas

Para analizar los datos de la embriotoxicidad y teratogenicidad, los fetos fueron agrupados en
camadas respecto al tratamiento, considerandose cada madre como una camada y tomandose

los valores medios obtenidos en cada grupo de tratamiento.

Las variables analizadas se muestran en la tabla 11 del apartado de los resultados. Las
diferencias en el peso fetal, como es una variable continua, fue analizada por ANOVA. Las
diferencias entre las medias del nimero de cuerpos liteos y del nimero total de puntos de
implantacion entre los diferentes grupos de ratas tratadas, se analizaron mediante el test
estadistico no paramétrico de U-Mann-Withney. Para estudiar estadisticamente los efectos
embrioletales y teratdgenos comparando el grupo control y cada uno de los grupos tratados se

utilizé el test estadistico Dunn'’s.
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1. Analisis de la cinética plasmatica de los enantiémeros del

ABZSO en ovejas machos y hembras

En la Figura 4 se han representado las concentraciones plasmaticas del ABZSO-total y sus
enantidbmeros observados en ovejas machos (A) y hembras (B) después de la administracion
de una dosis oral de 7.5 mg rac-ABZSO/kg. En éstas se puede observar que el (+)-ABZSO es
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Figura 4. Concentraciones plasmaticas medias del ABZSO-total, (+)-ABZSO vy (-)-
ABZSO obtenidas en ovejas machos (A) y hembras (B) tras la administraciéon de una
dosis oral de 7.5 mg rac-ABZSO /kg.
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el enantibmero que se encuentra en el plasma en mayores proporciones, tanto en los machos
como en las hembras, alcanzandose unas Cmax de 1.5 pg/mL entorno a las 13 y 18 h,

respectivamente.

Las Cmax observadas para el (-)-ABZSO fueron similares entre machos (0.47 pg/mL) y
hembras, (0.48 pg/mL), y se detectaron a las 7,3 y 17,0 h respectivamente. En la Tabla 1 se
muestran los parametros farmacocinéticos obtenidos para cada uno de los enantiomeros del
ABZSO tras el tratamiento de ovejas machos y hembras con una dosis de 7.5 mg/kg de rac-
ABZSO.

En ambos sexos, los valores obtenidos para AUCs, Cmax y MRT del (+)-ABZSO fueron
significativamente superiores a los del (-)-ABZSO. El Tmax del (+)-ABZSO fue superior que del
(-)-ABZSO solamente en ovejas machos. No se observaron diferencias significativas entre
sexos para los parametros analizados, excepto para el Tmax del (-)-ABZSO que fue superior

para las hembras.

Tabla 1. Parametros farmacocinéticos correspondientes al (+)-ABZSO y (-)-ABZSO,

obtenidos tras la administracion oral de 7.5 mg/kg de rac-ABZSO a ovejas machos y

hembras.
Machos Hembras
(+)-ABZSO  (-)-ABZSO  (+)-ABZSO (-)-ABZSO
Cmax (ug/mL) 1.63+0.30 0.47+0.19° 1.45+0.22 0.48 +0.15°
Tmax (h) 13.67+4.27 7.33+2.66° 18.00+6.57  17.00 +7.35°

AUC,. (ug-h/mL) 51.68+ 1356 8.92+3.36° 40.12+549  10.08 +3.24°
MRT (h) 23.37+0.87 16.08+1.20° 21.22+296  17.38+2.49"

Valores dados como media + DS (n=6)
a. Diferencias significativas entre sexos a p< 0.05
b. Diferencias entre los enantibmeros dentro del mismo sexo a p < 0.05

La Figura 5 muestra la evolucion porcentual de los niveles plasmaticos de los enantiomeros del
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ABZSO para machos (A) y hembras (B). En ellas se puede observar que, en ambos sexos, las
proporciones iniciales de los enantidmeros son similares a los presentes en la forma racémica;
con el tiempo el porcentaje de (+)-ABZSO aumenta considerablemente, respecto al de (-)-
ABZSO, llegando a alcanzar proporciones alrededor del 90%, confirmando que el enantiomero
negativo se elimina con mas celeridad que el positivo. Como se puede observar existe poca

variabilidad.
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Figura 5. Porcentaje de los enantiomeros del ABZSO (media = DS), presentes en el
plasma de ovejas machos (A) y hembras (B) tras la administracion oral de 7.5 mg rac-
ABZSO /kg.
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En la Figura 6 se representan las curvas de niveles plasmaticos del ABZSO, obtenidas tras el
tratamiento con rac-ABZSO en ovejas machos y hembras. En ella se puede observar que los
perfiles de las curvas son similares para ambos sexos, apareciendo concentraciones maximas
(Cmax) alrededor de las 30 horas. Las concentraciones de ABZSO, fueron siempre muy

inferiores a las observadas a los mismos tiempos del ABZSO.

1.0 7
@ Hembras

V¥ Machos

Concentracién plasmatica (ug/mL)

0 12 24 36 48 60 72
Tiempo (h)
Figura 6. Concentraciones plasmaticas (media + DS) de ABZSO,

obtenidas en ovejas machos y hembras tras la administracién de una
dosis de 7.5 mg rac-ABZSO /kg.

En la Tabla 2 se encuentran los parametros farmacocinéticos del ABZSO-total y de su
metabolito el ABZSO,. No se observaron diferencias significativas entre sexos en ninguno de
los parametros calculados para ambas substancias. No obstante se puede observar que la
AUC del ABZSO fue significativamente superior a la del ABZSO,, con un mayor MRT para la
sulfona tanto en machos como en hembras.
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Tabla 2. Parametros farmacocinéticos correspondientes al ABZSO-total y ABZSO,,

obtenidos tras la administracion oral de 7.5 mg/kg de rac-ABZSO a ovejas machos y

hembras.
ABZSO-total ABZSO,
Machos Hembras Machos Hembras
Cmax (ug/mL) 205+041 1.83+£0.35 0.52+0.12 0.83+0.44
Tmax (h) 12.33+£4.63 14.33+3.67 33.33%+4.13 32.67 + 6.89
AUC, (ug-h/mL) 60.85+14.62 49.68+8.50 21.75+5.34 24.30 + 6.64
MRT (h) 21.45+0.98 20.32+259 36.80+4.61 35.10+6.25

Valores dados como media + DS (n=6)

2. Estudio del efecto de la flora ruminal en la biotransformacion
del NTB, ABZ, ABZSO y de sus enantiomeros en rumenes

artificiales

En la Figura 7 se encuentran representadas las concentraciones de NTB, ABZ, ABZSO y
ABZSO, observadas en el fluido ruminal tras la incubacién del NTB (A), ABZ (B) y ABZSO (C)
en el sistema de fermentadores artificiales. Tras la incubacion del NTB (Figura 7A) se pudo
observar la nitroreduccion del NTB a ABZ. A las 2 h de incubacion, las concentraciones
molares de ABZ se igualaron con las de NTB. La sulfoxidacién, generando ABZSO, fue
bastante limitada y las concentraciones molares de ABZSO obtenidas fueron tres veces
inferiores a las de ABZ. Cuando el farmaco incubado fue el ABZ (Figura 7B) se observd una
actividad oxidativa reducida proporcionando concentraciones de ABZSO aproximadamente a
una tercera parte de las de ABZ. Tras la incubacion del ABZSO (Figura 7C) se observé una
elevada actividad reductora, generandose ABZ, equilibrandose ambas concentraciones a las 2
h posteriores al inicio de la incubacién. Esta fue la Gnica incubacion donde se observaron

concentraciones significativas de ABZSO,.

La Figura 8 muestra la evolucién con el tiempo de los porcentajes de cada uno de los
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enantibmeros del ABZSO presentes en cada incubacion. La proporcién de los enantiémeros
respecto al ABZSO-total se sitlia entorno al 50%, excepto en el caso en el que se incubo el rac-
ABZSO, donde durante las primeras 4 h, el porcentaje del (+)-ABZSO fue ligeramente superior
al del (-)-ABZSO.

La Tabla 3 muestra las AUCs calculadas a partir del analisis del perfil de las concentraciones
ruminales respecto al tiempo para cada analito asi como de los enantiomeros del ABZSO.
Estas AUC reflejan la cantidad total de cada compuesto presente en cada fermentador durante
el tiempo en que se realizd la incubacién. Los resultados obtenidos para las AUCs (Tabla 3)
demuestran que éstas fueron muy elevadas para el NTB y para el ABZ en todos los

tratamientos, mientras que para el ABZSO en todos los casos se obtuvieron valores bajos.

Las AUCs obtenidas para los enantimeros del ABZSO en todas las incubaciones no
mostraron diferencias significativas entre ellos, en cuanto a su formacién (Figuras 8A y 8B) o
desaparicion (Figura 8C). No obstante, tras la incubacion del ABZSO se pudo observar que
existen pequefias diferencias no significativas en los valores de AUC, y que estas se
corresponden con las diferencias observadas en porcentajes de cada uno de ellos durante las

4-6 primeras horas del muestreo (Figura 8C).

Tabla 3. Areas bajo curva (mM-h) de las concentraciones de NTB, ABZ, ABZSO, sus
enantiomeros y de ABZSO,, obtenidas tras la incubacién de NTB, ABZ o rac-ABZSO en

fluidos ruminales utilizando un sistema de riimenes atrtificiales

NTB ABZ rac-ABZSO
NTB 188.6 + 26.7 NA NA
ABZ 409.4 + 165.4 473.3 +144.9 78.4+22.9
ABZSO 82.6 + 25.0 92.8 +41.9 85.0 + 34.0
ABZSO, NA NA 17.8+7.0
(-)-ABZSO 41.4+12.4 47.3+22.0 35.1+16.3
(+)-ABZSO 41.2+126 455 +19.9 49.9 +18.3

Valores dados como media + DS (n=4); NA = No aplicable
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Figura 7. Concentraciones ruminales (medias + DS, n=4) del NTB, ABZ,
ABZSO-total, y ABZSO, después de la incubacion de 104 mg de NTB (A), 52
mg de ABZ (B) o 39 mg de rac-ABZSO (C) en fluidos ruminales
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enantidmeros de ABZSO, después de la incubacion de 104 mg de NTB (A), 52
mg de ABZ (B) o 39 mg de rac-ABZSO (C) en fluidos ruminales.
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3. Estudio del paso placentario de los enantiomeros del ABZSO

en ovejas

En la Figura 9 se pueden observar las concentraciones plasmaticas del ABZSO-total, (+)-
ABZSO y (-)-ABZSO, en madres (A) y fetos (B) tras la administracion por via oral de una dosis
de 7.5 mg/kg de rac-ABZSO a ovejas gestantes. Las concentraciones de ambos enantiémeros
fueron similares en los primeros momentos postadministracion, siendo las del (+)-ABZSO

superiores a las del (-)-ABZSO, tanto en las madres como en los fetos. También se puede

@® ABZSO-total
V (+)-ABZSO
B ()-ABZSO

Concentracion plasmatica (ug/mL)

0
0 6 12 18 24 30 36 42
Tiempo (h)
3 1 B ® ABZSO-total
V¥ (+)-ABZSO
5 H ()-ABZSO

Concentracion plasmatica (ug/mL)

0 6 12 18 24 30 36 a2
Tiempo (h)
Figura 9. Concentraciones plasmaticas (media + DS) del ABZSO-total, (+)-ABZSO y

(-)-ABZSO de ovejas madres (A) y fetos (B) tras la administracién de una dosis oral
de 7.5 mg/kg de rac-ABZSO a ovejas gestantes.

65



Resultados B.P.S. Capece

observar que las concentraciones del ABZSO-total y de los respectivos enantiémeros fueron
aproximadamente el doble en las madres que en los fetos.

La evolucion de las concentraciones plasmaticas respecto al tiempo obtenidas para el ABZSO,
en madres y en fetos estd representada en la Figura 10. En ésta se observa que las
concentraciones fueron superiores en las madres que en los fetos, y al igual de lo sucedido
para el ABZSO, las concentraciones fetales de este metabolito fueron aproximadamente mitad
de las de la madre.

1.0 A~

[ ] Madres

\ 4 Fetos
0.6

0.4

0.2

Concentracién plasmatica (ug/mL)

0.0

0 6 12 18 24 30 36
Tiempo (h)

Figura 10. Concentraciones plasmaticas (media = DS) de ABZSO, obtenidas
en madres y fetos tras la administraciéon de una dosis de 7.5 mg/kg de rac-
ABZSO a ovejas gestantes.

Los parametros cinéticos del ABZSO-total y del ABZSO, se muestran en la Tabla 4. Las Cmax
y el AUC del ABZSO-total y del ABZSO, obtenidas en los fetos fueron aproximadamente la
mitad de los valores observados en las madres, presentando diferencias estadisticamente
significativas. En cambio los parametros referentes al tiempo (Tmax y MRT) no presentaron
diferencias significativas entre las madres y los fetos.
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Tabla 4. Parametros farmacocinéticos correspondientes al ABZSO-total y ABZSO, de
madres y fetos obtenidos tras la administracion oral de 7.5 mg/kg de rac-ABZSO a

ovejas gestantes.

ABZSO-total ABZSO,
Madres Fetos Madres Fetos
Cmax (ug/mL) 2.5+0.6 1.2+04 0.6 £0.2° 0.3+0.1
Tmax (h) 11.0+4.9 9.3+3.0 20.7+6.4 19.6 + 10.8
AUC. (ug-h/mL) 60.0 + 16.5% 27.4+9.2 16.1+3.4° 54+26
MRT (h) 16.5+1.8 17.7+2.0 43.4+20.2 31.3+28

Valores dados como media + DS (n=5)
a. Diferencias significativas entre madres y fetos.

En la Tabla 5 se muestran los pardmetros cinéticos del (+)-ABZSO y (-)-ABZSO en la madre y
en el feto. Al comparar los valores de los pardmetros cinéticos de ambos enantidmeros en las
madres, se observaron diferencias estadisticamente significativas en todos los parametros
analizados, excepto para Tmax, tal y como se observé en el apartado anterior en ovejas no
gestantes. En cambio, esta comparacion, en los fetos, no presenté diferencias significativas en
ninguno de los parametros, indicando que los dos enantiomeros del ABZSO presentan un pefrfil
cinético similar, a diferencia de lo observado en las madres. Cuando se compararon los
parametros obtenidos para los enantiomeros en las madres y los fetos se pudo observar que
existian diferencias significativas en la Cmax y la AUC, presentando las madres unos valores
de estos parametros superiores a los de los fetos. Por otra parte, tampoco se observaron
diferencias entre las madres y los fetos en la Tmax y el MRT tal y como se observé para el
ABZSO-total y la sulfona.

Comparando las AUC de las diferentes moléculas entre el feto y la madre se puede valorar la
exposicion del feto a las distintas substancias. Asi la relacion de AUC madre/feto fue de 2.3,
2.5, 1.42 y 3.0 para el ABZSO-total, (+)-ABZSO, (-)-ABZSO y ABZSO.,, respectivamente. Por
otra parte, la relacion de AUC entre un farmaco y su metabolito dentro de las madres o los
fetos nos da la idea de la posible existencia de metabolismo en el feto. Asi pues, la relacion de
AUC entre ABZSO, y ABZSO-total en las madres y los fetos fueron de 0.27 y 0.22,
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respectivamente.

Tabla 5. Pardmetros farmacocinéticos plasméticos correspondientes al (+)-ABZSO y (-)-
ABZSO en las madres y los respectivos fetos, obtenidos tras la administracién oral de 7.5

mg/kg de rac-ABZSO a ovejas gestantes.

Madres Fetos

(+)-ABZSO  (-)-ABZSO  (+)-ABZSO  (-)-ABZSO

Cmax (pg/mL) 1.9 +0.4% 1.0+0.3 0.8+0.3 0.5+0.2
Tmax (h) 12+4.2 7.6+2.9 9.8+3.3 8.0 + 4.0
AUCo; (Mg-h/mL) 42.4+105® 153+51%  16.8%4.0 10.8+5.4
MRT (h) 17.0+16°  13.1+18 17.2+1.0 15.9 +3.3

Valores dados como media + DS (n=5)
a Diferencias significativas entre madres y fetos
b. Diferencias significativas entre los enantiomeros del mismo grupo de estudio.

4. Estudio de la disposicion a nivel embrionario del ABZSO y

sus enantiomeros en ratas

En la Figura 11 estan representadas las concentraciones plasmaticas respecto al tiempo del
ABZSO-total, (+)-ABZSO, (-)-ABZSO y ABZSO, observadas tras de la administracién oral de
diferentes dosis (8.5, 10 y 14 mg/kg) de rac-ABZSO a ratas gestantes. En todos casos, el (-)-

ABZSO presenté concentraciones plasmaticas ligeramente superiores a las de (+)-ABZSO.

En la Tabla 6 se muestran los parametros cinéticos calculados para el ABZSO-total y para el
ABZSO, obtenidos tras el tratamiento con cada una de las tres dosis citadas anteriormente. Se
puede observar que las AUCs y Cmax del ABZSO aumentan al incrementar la dosis aunque
este aumento no presenta proporcionalidad con el incremento de dosis. Las Cmax del ABZSO,

se obtuvieron unas 4 h después de las del ABZSO-total.
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Figura 11. Concentraciones plasméaticas (media + DS) del ABZSO-total, (+)-
ABZSO, (-)-ABZSO y ABZSO, obtenidas en ratas tras la administracion de 8.5
mg/kg (A), 10 mg/kg (B) y 14 mg/kg (C) de rac-ABZSO a ratas gestantes.
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Tabla 6. Parametros farmacocinéticos correspondientes al ABZSO-total y ABZSO, observados

en ratas gestantes tratadas con 8.5, 10 o 14 mg/kg de rac-ABZSO

ABZSO-total ABZSO,
Dosis (mg/kg) 8.5 10 14 8.5 10 14
Cmax (ug/mL) 41+10 42+09 80+19 04+00 05+02 10z%0.2
Tmax (h) 25 2.5 25 6.0 5.0 6.0
AUC (ug-h/mL) 23.7 27.2 52.8 2.6 3.1 6.0

Valores dados como media + DS (n=6)

En la Tabla 7 se muestran los pardmetros cinéticos de los enantidmeros del ABZSO obtenidos
en los tres tratamientos. En todos ellos, las Cmax y las AUCs observadas para el (-)-ABZSO
fueron superiores a las obtenidas para el (+)-ABZSO. Las Tmax fueron iguales en todos los

tratamientos, para los dos enantiomeros.

Tabla 7. Pardmetros farmacocinéticos correspondientes al (+)-ABZSO y (-)-ABZSO

observados en ratas gestantes tratadas con 8.5, 10 o 14 mg/kg de rac-ABZSO

(+)-ABZSO (-)-ABZSO
Dosis (mg/kg) 8.5 10 14 8.5 10 14
Cmax (ug/mL) 1.6+05 1.7+04 35+08 2505 24+05 45=%11
Tmax (h) 25 25 25 25 2.5 2.5
AUCo. (Hg-h/mL) 9.6 12.0 23.1 14.1 15.3 29.6

Valores dados como media + DS (n=6)

En la Tabla 8 se encuentran los valores correspondientes a las concentraciones plasmaticas
maternas y embrionarias del ABZSO-total, de sus enantiémeros y del ABZSO, en el momento
del sacrificio (9 h post-tratamiento). Las concentraciones plasmaticas de todos los analitos
encontradas tras la dosis de 8.5 mg/kg fueron semejantes a las obtenidas cuando se

administraron 10 mg/kg. En cambio, al comparar estas dosis con la de 14 mg/kg, se
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encontraron diferencias estadisticamente significativas para todas las moléculas. Al igual que
en el plasma materno, las concentraciones embrionarias de los analitos fueron semejantes

entre la dosis de 8.5 y la de 10 mg/kg, difiriendo éstas con la dosis de 14 mg/kg.

Tabla 8. Valores medios de las concentraciones plasmaticas y embrionarias (ug/mL o
pg/g) del ABZSO-total, (-)-ABZSO, (-)-ABZSO y ABZSO, obtenidos 9 horas después de

la administracién oral a ratas gestantes de 8.5, 10, o 14 mg/kg de rac-ABZSO

Dosis (mg/kg) 8.5 10 14
Madre 1.5+0.5 1.6 +0.6° 4.3 +0.6™
ABZSO-total
Embrion 1.3+0.7 1.8+1.0 2.2+1.0
Madre 0.9+0.3° 0.9 +0.4° 2.4 +0.3%
(-)-ABZSO ;
Embrion 0.7+04 1.1+0.6° 1.2 +0.5%
Madre 0.6+0.2 0.7 +0.2° 1.8 +0.3™
(+)-ABZSO
Embrion 0.6+0.3 0.7+0.4 1.0 +0.4°
Madre 0.4+0.1 0.4 +0.1° 0.9 +0.2™
ABZSO, d
Embrion 0.3+0.2 0.5+0.1 0.2+0.2

Valores dados como media = DS (n=6).

a. Diferencias significativas entre los enantiomeros dentro del mismo tratamiento.
b. Diferencias significativas entre madres y fetos.

c. Diferencias significativas entre la dosis de 10 y la de 14 mg/kg.

d. Diferencias significativas respecto a la dosis de 8.5 mg/kg.

Las concentraciones plasmaticas maternas y embrionarias de cada una de las substancias
analizadas fueron similares cuando se administraron las dosis de 8.5 y 10 mg/kg. En cambio,
tras la dosis de 14 mg/kg, las concentraciones embrionarias sé6lo alcanzaron la mitad de las

maternas.

Tras la dosis de 8.5 mg/kg se observé que las concentraciones plasmaticas maternas y
embrionarias del (-)-ABZSO eran significativamente superiores a las de (+)-ABZSO. En la dosis
de 10 mg/kg, se observaron concentraciones plasmaticas similares, mientras que en el embrién

el (-)-ABZSO es el que mayores concentraciones presentaba. En este caso, las

71



Resultados B.P.S. Capece

concentraciones maternas, también fueron similares a las embrionarias. Al aumentar la dosis a
14 mg/kg, las concentraciones del (+)-ABZSO fueron menores a las de (-)-ABZSO, tanto en las
madres como en los embriones. Comparando las concentraciones observadas tras la
administracion de una dosis de 10mg/kg y de 14 mg/kg, se observa que éstas son
significativamente superiores cuando se administra una dosis de 14 mg/kg, no obstante las

concentraciones embrionarias son similares.

5. Estudio de la embriotoxicidad y teratogenia del ABZSO en

ratas

En la Tabla 9 se han resefiado los resultados correspondientes a los efectos embriotdxicos y
teratdgenos evaluados tras los tratamientos a ratas gestantes con rac-ABZSO. En ella se
puede observar un aumento de las reabsorciones cuando se administrd la dosis de 10 mg/kg
con respecto a la administracién de la dosis de 8.5 mg/kg. La dosis de 14 mg/kg indujo la
reabsorcion de todos los fetos, presentando diferencias significativas con las otras dos dosis. El
mismo resultado fue observado en relacion con el nimero de fetos vivos por camada, en este
caso, es posible observar que el porcentaje de fetos vivos disminuye en respuesta al

tratamiento. También el peso fetal tiende a disminuir con el aumento de la dosis.

Después de la extraccion de los fetos a los 20 dias de gestacién, se observaron una serie de
animales con malformaciones congénitas. Ningin feto control presenté malformaciones
externas. En el grupo tratado con la dosis de 8.5 mg/kg, estas malformaciones fueron muy

bajas (0.7%), observdndose solamente un feto con cola corta.

No se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre la dosis de 8.5 y el grupo
control. Sin embargo, éstas se incrementaron significativamente con la dosis de 10 mg/kg
produciéndose un 19% mas de malformaciones que con la dosis de 85 mg/kg. Las
malformaciones externas mas frecuentes en los tratamientos fueron los defectos en la cola y
las atresias anales. Las anomalias en la cola consistian en fetos sin cola, aparicién de colas
cortas y/o curvadas. En casi todos los casos, la atresia anal y la agenesia caudal estaban
siempre asociadas. También fueron encontradas mayores malformaciones externas como la

toracosquisis con ectopia cordis (Figura 13), hidrocefalia y malformaciones en los miembros.
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Respecto a las malformaciones esqueléticas, los defectos en el esterndn, metacarpo y falanges
fueron las mas comunes. El porcentaje de las malformaciones esqueléticas en los grupos
tratados fue significativamente elevado respecto al grupo control, afectando cerca de 90% de
los fetos en los animales tratados con 10 mg/kg. En el grupo control fueron observadas algunas
malformaciones menores como variaciones en el numero de vértebras, mientras que los fetos
de animales tratados presentaban malformaciones mayores de tipo vertebral, costal y de los

miembros.

En la Tabla 9 se especifica el porcentaje de fetos con malformaciones esqueléticas y mas
concretamente las vertebrales y costales. El porcentaje de malformaciones esqueléticas
observadas con la dosis mas baja no presentd diferencias significativas con el control, sin
embargo, estas diferencias fueron estadisticamente significativas entre la dosis de 10 mg/kg y
el grupo control y la dosis méas baja. Las principales malformaciones vertebrales observadas
consistian en hemivértebra, agenesia del cuerpo vertebral, y cuerpos vertebrales fusionados o
bilobulados (Figura 12). Dos fetos tratados con 10 mg/kg de ABZSO también presentaron

espina bifida.
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Tabla 9. Efecto del ABZSO sobre el desarrollo fetal en ratas.

Dosis (mg/kg)

Observaciones 0 8.5 10 14
NuUmero de camadas 6.0 8 6.0 6.0
NUmero de

_ ) 185+15 183%0.9 184+13 188+1.1
implantaciones/camada

NUmero de reabsorciones
3.3+1.6 2.8+0.9 34+1.1 45+1.9
tempranas/camada

NUmero de reabsorciones
1.2+0.2 0.3+0.2 24+1.3 14.3+25
tardias/camada

% reabsorciones b
175+6.5 16.3+43 457123 100.0£0.0

totales/camada
% de fetos vivos/camada 88.4+55 86.7+4.3 54.3+12.3 0.0 +0.0°
Peso fetal (g ) 54+0.1 52%0.1 51+0.1 -

% fetos con malformaciones a
0.0+00 0.7+0.7 26.0+125 -
externas

% fetos con malformaciones a
o 125+42 26776 909%73 -
esqueléticas

% fetos con malformaciones a
125+42 226+7.7 87.1+9.2 -
vertebrales

% fetos con malformaciones a
0.0+0.0 41+1.8 72.6 +14.3 -
costales

Valores dados como media + SEM
a. Diferencias significativas con el grupo control y con la dosis de 8.5 mg/kg.
b. Diferencias significativas con grupo control y las dosis de 8.5y 10 mg/kg.

Las malformaciones costales méas frecuentes fueron fusiones de varias costillas (Figura 14),
aunque también se observaron otros defectos como costillas rudimentarias o agenesias
costales. Algunos fetos presentaron malformaciones mayores de los miembros a nivel de la

escapula, hamero, fémur, o tibia y agenesia de tibia y cubito (Figura 15). En este caso la
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agenesia de la tibia estaba asociada a un peroné angulado y a una malformacién de los dedos

mediales del pie.

Leyenda de las figuras 12-15

Figura 12: Malformacion vertebral observada en un feto tratado con 10 mg/kg de ABZSO.
Fusién de los arcos de las vértebras (flecha grande). Fusion de varios cuerpos vertebrales
(flecha pequena). Hemivértebra bilateral asimétrica (cabezas de flecha). Agenesia de los

cuerpos de las vértebras (*).

Figura 13: Esternosquisis (*) observada en un feto de animal tratado con 10 mg/kg de ABZSO.
Esta malformacién esquelética fue observada externamente como una toracosquisis con

ectopia cordis.

Figura 14: Fusion multiple entre varias costillas (flecha) observada en un feto tratado con 10
mg/kg de ABZSO.

Figura 15a: Malformacion de un miembro pelviano observada en un feto tratado con 10 mg/kg
de ABZSO. En este caso se puede observar una agenesia de la tibia asociada a un peroné

angulado. I: {lion; Fe: Fémur; F: Peroné.

Figura 15b: Miembro pelviano normal de un feto tratado con 10 mg/kg de ABZSO. I: ilion; Fe:

Fémur; F: Peroné; T: Tibia.
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6. Estudio del perfil cinético de los enantiomeros de ABZSO en
ratas

En la Figura 16A se pueden observar las concentraciones plasmaticas medias del (+)-ABZSO
obtenidas tras los tratamientos a las ratas con una dosis de 10 mg/kg de rac-ABZSO o 5 mg/kg
de (+)-ABZSO. En la Figura 16B se pueden observar las concentraciones plasméticas medias
del (-)-ABZSO obtenidas tras los tratamiento a ratas con una dosis de 10 mg/kg de rac-ABZSO

0 5 mg/kg de (-)-ABZSO. En ambos casos se puede observar que las concentraciones
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Figura 16. Concentraciones plasmaticas (media + DS) del (+)-ABZSO obtenidas tras el
tratamiento a ratas con 10 mg/kg de rac-ABZSO y 5 mg/kg de (+)-ABZSO (A) y del (-)-
ABZSO obtenidas tras el tratamiento a ratas con 10 mg/kg de rac-ABZSO y 5 mg/kg de
(-)-ABZSO (B).

79



Resultados B.P.S. Capece

plasmaticas medias obtenidas, tanto para (+)-ABZSO como para (-)-ABZSO en el tratamiento
con la forma racémica, son superiores a las obtenidas tras el tratamiento con los enantibmeros
por separado. Como se puede observar, los perfiles del (+)-ABZSO vy del (-)-ABZSO siguen

curvas paralelas, tanto si se administran solos como en forma racémica.

Las concentraciones observadas de (-)-ABZSO fueron superiores a las de (+)-ABZSO tanto en
la administracion de la forma racémica como de los enantidmeros por separado. Este hecho se
ve reflejado en los pardmetros cinéticos calculados para las respectivas curvas concentracion-
tiempo descritos en la Tabla 10. Tras la administracion de la forma racémica, los valores de las
AUC fueron superiores para el (-)-ABZSO (19.7 ug-h/mL) que para el (+)-ABZSO (11.6
pg-h/mL). Las Cmax del (-)-ABZSO fueron superiores a las del (+)-ABZSO. En todos los casos,
los valores de MRT observados para los enantiomeros, tanto en la administracion de la forma

racémica como de los enantiémeros por separado, fueron similares.

Tabla 10. Parametros farmacocinéticos correspondientes al ABZSO-total, (+)-ABZSO, (-)-
ABZSO y ABZSO,, obtenidos tras la administracién oral de 10 mg/kg de rac-ABZSO , de 5
mg/kg de (+)-ABZSO o de 5 mg/kg (-)-ABZSO a ratas.

Cmax Tmax AUC. MRT
(Hg/mL) (h) (Hg-h/mL) (h)
ABZSO-total 5.8+0.3 0.75 31.3 4
10 mg/kg (+)-ABZSO 25+0.4 0.75 11.6 3.6
rac-ABZSO (-)-ABZSO 3.6+0.1 3 19.7 4.1
ABZSO, 0.7+0.0 3 5.2 5.5
5mg/kg (+)-ABZSO 1.6+0.9 1.5 7 3.6
(+)-ABZSO ABZSO, 0.2+0.0 3 1.6 4
5mg/kg (-)-ABZSO 3.0+04 1 12.9 3.7
(-)-ABZSO ABZSO, 0.3x0.1 4 2.8 5.7

Valores dados como media + DS (n=3)

Las AUC obtenidas tras la administracion de los enantidmeros por separado fueron inferiores a

80



B.P.S. Capece Resultados

las obtenidas tras la administracion de la forma racémica. Al igual que tras la administracién del
racémico las AUC del (+)-ABZSO fueron menores que las obtenidas por el (-)-ABZSO cuando

se administran por separado.

En la Figura 17, estd representada la evolucion de los enantidmeros con el tiempo tras la
administracion a ratas de 10 mg rac-ABZSO/kg. En ella se observa que en los primeros
minutos las proporciones de ambos enantiomeros se mantienen en la forma racémica. Con el
tiempo las del (-)-ABZSO aumentan respecto al (+)-ABZSO. Sin embargo, en las ultimas horas,
es el enantibmero positivo el que se presenta en mayores proporciones, aungque las
concentraciones plasmaticas a estos tiempos son ya muy bajas y cercanas al limite de

cuantificacién de la técnica analitica.
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Figura 17. Porcentaje (medias + DS)de los enantibmeros del ABZSO,
observados en ratas tratadas con 10 mg/kg de rac-ABZSO.

En ninguna de las muestras de plasma analizadas tras la administracion de los enantiomeros
por separado se detectd el enantiomero contrario al administrado. Las proporciones

encontradas fueron del 100% indicando que no existe inversion quiral in vivo.

En la Figura 18 estan representados los perfiles cinéticos del metabolito ABZSO,, obtenidos
tras la administracién del rac-ABZSO o de cada uno de sus enantiomeros por separado a ratas.

En ella se puede observar que las concentraciones alcanzadas tras el tratamiento con la forma
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racémica son superiores (el doble) de las obtenidas después del tratamiento con los

enantibmeros.
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Figura 18. Concentraciones plasméticas (medias + DS) de ABZSO, obtenidas
en ratas tratadas con 10 mg/kg de rac-ABZSO, 5 mg/kg de (+)-ABZSO o 5
mg/kg de (-)-ABZSO.

Al analizar los pardmetros correspondientes al ABZSO,, las AUC observadas (Tabla 10) fueron
superiores cuando se administrd el enantiomero negativo respecto al positivo. EI MRT del
ABZSO, obtenido tras los tres tratamientos fueron similares. EI AUC encontrado en el
tratamiento con el (-)-ABZSO fue superior respecto al encontrado en el tratamiento con el (+)-
ABZSO.

En los estudios in vivo, la mejor manera de valorar el metabolismo del ABZSO es a través del
célculo de la relacion de las AUCs entre el ABZSO y ABZSO,. Asi, tras el tratamiento con la
forma racémica la relacién ABZSO-total/ABZSO, fue de 6.0; mientras que en el tratamiento con
el positivo y con el negativo, la relacion ABZSO/ABZSO, fueron similares entre ambos
tratamientos con valores de 4.4 y 4.6 tras administracion del (+)-ABZSO y (-)-ABZSO,
respectivamente.

Por otra parte, la relaciobn de las AUC entre los enantidmeros obtenidos cuando son

administrados por separado con los obtenidos cuando se administra la forma racémica nos da
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la idea bioequivalencia de éstos. La relacién de la AUC del (+)-ABZSO fue de 60.3 % mientras
que del negativo fue de 65.5%. La relacién entre las AUC (+)-ABZSO/(-)-ABZSO fue de 0.54

cuando son administrados por separado y de 0.58 en su forma racémica.
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1. Caracterizacion farmacocinética del ABZSO vy sus

enantidémeros en rumiantes

Los BZD se administran generalmente a los animales por via oral, por tanto, los fluidos
gastrointestinales son los primeros que interaccionan con el farmaco. Estudios preliminares
realizados in vitro en los que se incubaron ABZ y ABZSO en fluidos gastrointestinales de
rumiantes se pudo observar la existencia en este medio de procesos metabdlicos de oxidacién
y reduccion. Este metabolismo sin ninguna duda repercute en la eficacia, en primer lugar a
nivel intestinal, de estos productos y consecuentemente condiciona la cinética plasmatica, la

disposicion tisular y la eficacia y toxicidad a nivel sistémico de estos compuestos.

En los animales rumiantes, estos fenomenos son particularmente criticos ya que el rumen
desempefia un papel muy importante como fermentador debido a su elevado contenido
microbiano, que participa directamente en muchas reacciones metabdlicas. Su medio es
bastante reductor (potencial reductor de —350 mV; (Clarke, 1977)), lo cual facilita la accién
fermentadora de las bacterias y protozoos, favoreciendo la eficacia de las reacciones quimicas
mediadas por estos microorganismos. Ademas, la flora microbiana gastrointestinal puede
biotransformar los xenobioticos y particularmente a los que contienen el grupo nitro o sulfoxido
en su molécula (Rowland, 1986), como es el caso de las moléculas objeto del estudio (NTB,
ABZ, ABZSO). Bajo estos factores cabe esperar una rapida y eficiente reduccién de los
farmacos que poseen en su estructura este tipo de grupos, cuando se administran por via oral.
En el presente estudio, con la utilizacion de un modelo de rumen artificial y por tanto en
condiciones anaerobias, se observo una eficiente nitroreduccion del NTB a ABZ y una
sulforeduccion del ABZSO a ABZ. Contrariamente, los procesos de oxidacion de ABZ a ABZSO
y de ABZSO a ABZSO, fueron bastante lentos y poco eficientes, lo que podria estar
relacionado con la baja capacidad oxidativa del fluido ruminal. Después de la incubacién de
cada una de las tres moléculas objeto de este estudio, el ABZ fue el que estuvo presente en
mayores proporciones en los fluidos ruminales, con concentraciones maximas 4 h después del
inicio de la incubacion del NTB y del ABZSO, este compuesto fue el que presentd unos valores
de AUC mas elevados. Estos resultados sugieren que los procesos reductores son los que

predominan y que la flora bacteriana podria ser la responsable de estas reducciones.
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Los bajos niveles de todos los compuestos obtenidos tras la incubacién del ABZSO podrian ser
debido a una baja solubilidad en los fluidos ruminales debido al elevado pH del medio 0 a una
mayor adhesion del farmaco a las particulas del fluido ruminal, lo que llevaria a una

disminucién de la disponibilidad del farmaco para ser biotransformado.

El paso de ABZ a ABZSO y de éste a ABZSO, se produce en unas tasas muy limitadas.
Cuando se incuba NTB, el ABZSO se forma en bajas cantidades (cuatro veces mas ABZ que
ABZSO) y practicamente no aparece ABZSO,; algo semejante se puede observar en la
incubacion con ABZ, este se oxida en bajas tasas y tampoco aparece la sulfona. Tampoco se
observo un nivel significativo de oxidacién en la incubacién del ABZSO, ya que se producia una
cantidad de ABZSO, muy baja.

Todo parece indicar que la reaccion de oxidoreduccion entre el ABZ y el ABZSO producida por
los microorganismos ruminales es reversible y que esta desplazada en un porcentaje muy
elevado en el sentido de la reduccion. Estos resultados revelan que la accion metabdlica de la
flora ruminal favorece la produccién de los compuestos con méas actividad farmacoldgica (ABZ)
y que la produccién del metabolito con baja actividad antihelmintica (ABZSO,) es casi nula. Los
resultados obtenidos sugieren que, en rumiantes, los procesos de reduccion del NTB y del
ABZSO predominantemente ocurren en los fluidos gastrointestinales, mientras que los
procesos de oxidacion del ABZ y del ABZSO ocurren basicamente a nivel hepético (Galtier y
cols., 1986; Lanusse y cols., 1993b; Souhaili EI-Amri y cols., 1987).

La ineficacia de los procesos oxidativos en los fluidos ruminales también ha sido observada
para otros BZD (Beretta y cols., 1987). Estos autores observaron que la oxidacion del
fenbendazol al sulféxido correspondiente era menos eficaz que la reduccién del sulféxido a

fenbendazol.

Los resultados observados en este estudio son similares a los descritos por Lanusse y
cols.(1992a;b), cuando incubaron estos compuestos, en condiciones anaerobias, en fluidos
ruminales e ileales de ovejas y terneras. Estos autores demostraron la incapacidad de los
fluidos ruminales hervidos para realizar la biotransformacion de estos compuestos, lo que
sugiere que, en el rumen, los microorganismos ruminales son los responsables de la

degradacion metabdlica de los farmacos. No obstante, poco se sabe sobre los

88



B.P.S. Capece Discusién

microorganismos que intervienen en las reacciones bioquimicas que tienen lugar en el rumen y
como se producen. Se han descrito nitroreducciones, con el paso de nitrato a nitrito (Anderson
y cols., 1996). Probablemente estas pueden ser similares a la nitroreduccion que ocurre en la

biotransformacion de NTB a ABZ.

No hay en la literatura datos respecto a la enantioselectividad del metabolismo ruminal. Al
analizar el comportamiento de los enantiomeros del ABZSO se observé que su perfil era similar
en todas las incubaciones. Las AUC obtenidas para cada enantiomero no fueron
significativamente diferentes entre ellas en los tres estudios realizados. No obstante, en la
incubacion con rac-ABZSO se observé que durante las dos primeras horas, el porcentaje de (-
)-ABZSO era relativamente inferior al (+)-ABZSO. Esta diferencia podria ser debida a una
mayor afinidad del (-)-ABZSO para con los enzimas responsables de la formacion del
metabolito ABZSO,, ya que se puede observar una coincidencia en el tiempo de la aparicion
del metabolito ABZSO, con la disminucion inicial del porcentaje de (-)-ABZSO. Ademas se
puede observar que a partir de las 2 h de incubacion las concentraciones de ABZSO, se
mantienen constantes. La recuperacion posterior del porcentaje del (-)-ABZSO se podria
atribuir a su reduccion produciendo ABZ y a la reoxidacién a ABZSO. La similitud en las
concentraciones de los enantibmeros sugiere que las reacciones de oxido-reduccién que sufre
el ABZ y el ABZSO debido a la flora microbiana no son enantioselectivas. No obstante, es
posible que las diferentes reacciones que tiene lugar en la incubacién de estos productos,
enmascaren posibles procesos selectivos, compensado de este modo las AUC de los

enantibmeros.

Redondo y cols. (1999) han descrito la cinética de formacion de los enantiomeros de ABZSO a
partir de la incubacion del ABZ en microsomas obtenidos a partir de enterocitos. Los datos
obtenidos por estos autores no indican diferencias en la formacién o eliminacion de ambos
enantidbmeros, sugiriendo que estos procesos metabdlicos no son enantioselectivos. Esto
sugiere que las diferencias en el perfil cinético de los enantiomeros de ABZSO observadas en
estudios in vivo (Benoit y cols., 1992; Delatour y cols., 1990b; Delatour y cols., 1991b) deberian
atribuirse a una posible enantioselectividad en el metabolismo hepatico como lo sugieren varios

autores (Benoit y cols., 1992; Solana y cols., 2000; Virkel y cols., 2000).

La elevada presencia del ABZ en los fluidos ruminales tras la incubacién de las tres moléculas
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objeto de este estudio implica una persistencia de la actividad antihelmintica de este farmaco
en los tratamientos, cuando estos se realizan en rumiantes. Estudios realizados in vitro han
demostrado que el ABZ posee elevada afinidad para con los parasitos intestinales (Alvarez y
cols., 1999; Oxberry y cols., 2000) y elevada actividad antihelmintica (Lubega y Prichard,
1991b; Pérez-Serrano y cols., 1997), lo cual sugiere que, después del tratamiento con NTB,
ABZ, ABZSO, los parasitos intestinales son eliminados por el efecto sinérgico del ABZ y del
ABZSO.

Los estudios in vitro realizados por diferentes autores y que se han referenciado en los
apartados anteriores, no regulaban constantemente el pH, ni el efecto de la alimentacion
(simulacién de la salida hacia el abomaso del contenido ruminal y la entrada de alimento),
elementos que tienen una influencia significativa en los procesos biotransformadores de la flora
bacteriana. El modelo de rumen artificial utilizado en este estudio ha permitido demostrar que el
sistema de fermentadores de doble flujo es un modelo valido para estudiar el metabolismo
ruminal de los farmacos, puesto que permite controlar todos los factores que pueden modificar

el metabolismo como el pH, alimentacién, condiciones anaerobias, temperatura, etc.

Algunos estudios realizados por Virkel y cols. (1999) han demostrado que las variaciones de la
dieta alteraban los procesos metabdlicos de los BZD, siendo la reduccién del NTB a ABZ y de
ABZSO a ABZ mayor en los fluidos provenientes de los animales alimentados con concentrado
gue alimentados con forraje. Es posible que estas variaciones también puedan influir en el
metabolismo de los enantiémeros, por lo que se requieren estudios posteriores sobre el

metabolismo de los enantiomeros de ABZSO cuando se madifican la dieta y el pH ruminal.

Paralelamente a los estudios in vitro, se realizaron los estudios in vivo administrando a ovejas
machos y hembras el rac-ABZSO para poder estudiar el perfil cinético de los enantiémeros y
correlacionarlos con los datos obtenidos in vitro y evaluar el papel del metabolismo ruminal y

hepéatico en la disposicién de estos farmacos en el organismo.

Tras la administracion oral de rac-ABZSO a ovejas machos y hembras se ha podido observar
gue el ABZSO-total se detecta en el plasma durante los primeros 30 min postadministracion
presentando una lenta absorcidon alcanzandose las Cmax entorno a las 12 h. Esta lenta

absorcién, observada en ambos sexos, se podria relacionar con la baja solubilidad que los BZD
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presentan en los fluidos gastrointestinales, y que condiciona su absorcién (Baggot y McKellar,
1994; Lanusse y Prichard, 1993); efecto que también se ha observado en los estudios in vitro
en rumenes artificiales. Por otra parte la existencia de una circulacion enteroplasmatica que
prolonga la presencia del farmaco en el tracto gastrointestinal también justificaria este
fenomeno (Lanusse y Prichard, 1993). Hay que tener en cuenta que el ABZSO se une a las
particulas del contenido gastrointestinal y ademas como se ha observado en los estudios in
vitro, este farmaco es reducido por la flora gastrointestinal a ABZ, haciendo que parte del
ABZSO detectado en la sangre, sea resultado del efecto de primer paso que presenta el ABZ
formado a nivel gastrointestinal. Este complejo proceso podria ser responsable de que las
Cmax del ABZSO se alcanzen, en ambos sexos, después de 12 horas de su administracion.
Los valores de Tmax del ABZSO fueron algo mas largos que los observados también en
ovejas, tras la administracién de NTB por Cristofol y cols (1998) o de ABZ por Lanusse y cols.
(1995). Estos datos sugieren que la biotransformacién ruminal de NTB a ABZ y el metabolismo
hepatico del ABZ son bastante rapidos dando lugar al ABZSO que se encuentra en los

primeros minutos circulando ya por el organismo.

El MRT, tanto en los machos como en hembras, fue superior (4-6 h) al observado cuando se
administraba NTB. Esta diferencia de valores podria ser debida a la baja solubilidad del ABZSO
en los fluidos gastrointestinales que justificaria el retraso en el proceso de absorcion y que

podria condicionar también la eliminacion, dando lugar a MRT mas largos.

En estudios realizados con NTB, fueron encontradas diferencias entre sexos en la eliminacion
del ABZSO, presentado las hembras mayores valores de MRT y t R que los machos (Cristofol
y cols., 1998). Estos autores atribuian la méas rapida eliminacion del ABZSO, en los machos, a
la acciéon de hormonas sexuales, como la testosterona, que podria inducir el metabolismo del
ABZSO en estos, a través de la induccion del Cit. P450, responsable del metabolismo
microsomal del ABZSO a ABZSO,. Estas diferencias en la eliminacién del ABZSO no fueron
observadas en el presente estudio. El hecho de que el ABZSO se difunda desde la sangre al
lumen ruminal y intestinal, donde bajo la accién de la flora bacteriana es metabolizado, y la
lenta absorcion del ABZSO desde el tracto gastrointestinal podrian enmascarar el efecto de las

hormonas sobre su metabolismo hepatico.

El perfil del ABZSO, entre machos y hembras fue similar, alcanzandose Tmax al rededor de las
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30 h postadministracion, lo que indica que su formacion ocurre con cierta lentitud. Por otro lado,
al analizar el perfil plasmatico se observa que las concentraciones de ABZSO, son similares en
el periodo entre las 24 y 36 horas, siendo en todos los casos inferiores a 1 ng /mL. Datos
similares fueron observados por otros autores (Cristdfol y cols., 1998; Lanusse y cols., 1995;
Swarnkar y cols., 1998). Las bajas concentraciones de ABZSO observadas en el presente
estudio y la lentitud en que se obtienen también ha sido descrita en otras especies animales
como es el caso de terneras (Lanusse y cols., 1991), cabras (Benchaoui y cols., 1993) y cerdos
(Alvarez y cols., 1996), lo que indica que en general, la capacidad de sulfonacion del ABZSO

por parte de las enzimas hepaticas es limitada.

Al comparar los parametros farmacocinéticos obtenidos para el ABZSO, entre machos y
hembras no se encontraron diferencias significativas. Estos datos contrastan con los obtenidos
por Cristofol y cols (1998). Estos autores observaron en ovejas tratadas con NTB que las Cmax
para el ABZSO,, eran més bajos en las hembras que en los machos. Ademas, estos autores
observaron que las hembras eliminaban mas lentamente este metabolito con lo que sugerian
gue dichas diferencias se podrian atribuir a una induccion metabdlica de la eliminacion de la
sulfona por parte de las hormonas sexuales y a diferencias en la unién a las proteinas
plasmaticas (albuminas y globulinas) del ABZSO y ABZSO,. Esta uniéon era mas baja en los
machos que en las hembras, factor que favoreceria la eliminacién al existir mas fraccion de

farmaco libre en los machos que en las hembras.

La evolucién del perfil de la cinética plasmatica de los enantiémeros demuestra que en los
primeros minutos la proporcion de ambos es similar en ambos sexos. Con el paso del tiempo,
el porcentaje del (+)-ABZSO aumenta significativamente, alcanzando a las 60 h, valores de
mas de un 95% del ABZSO-total respecto al (-)-ABZSO. Este predominio se ve reflejado en las
AUC obtenidas, donde (+)-ABZSO representa un 85.3% y un 80.0 % del ABZSO-total en
machos y hembras, respectivamente. Teniendo en cuenta que, como se ha observado en el
estudio in vitro en rumenes artificiales, el metabolismo ruminal del ABZSO no es
enantioselectivo, el alto porcentaje del (+)-ABZSO observado, y la rapida eliminacion del (-)-
ABZSO, sugiere que podria existir una enantioselectividad metabdlica favorable al (-)-ABZSO
por parte del sistema enzimatico Cit. P450. Como resultado se observaron valores de MRT
inferiores para el (-)-ABZSO. La enantioselectividad en la sulfonacién ha sido sugerida por
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Benoit y cols (1992) al observar que cuando se inducia el metabolismo del ABZSO a través de
la administracion de dosis sucesivas de ABZ a cabras, disminuian las concentraciones de (-)-
ABZSO a medida que aumentaban las del ABZSO,, sugiriendo un consumo selectivo del (-)-
ABZSO por parte del Cit. P450. Esto también ha sido sugerido por Cristofol y cols. (2000) en un
estudio en el que se administr6 a terneras este farmaco por via intravenosa y subcutanea.
Estos autores observaron que el (-)-ABZSO presentaba valores de AUC, y t_[3 cercanos a la

mitad de los observados para el (+)-ABZSO.

Después de la administracién de ABZ a terneros, cabras y ovejas también se ha observado que
el (+)-ABZSO es el predominante en el plasma (Delatour y cols., 1991b). Segun estos autores,
el predominio del (+)-ABZSO, en la administracién del ABZ, era debido a una selectividad en la
sulfoxidacion del ABZ favorable a la formacién del (+)-ABZSO. En los estudios in vitro se ha
podido observar la formacion ruminal de ABZ a partir del ABZSO, por lo cual este proceso
podria condicionar la posterior formacién a nivel hepatico de nuevo sulfoxido y por tanto de
cada uno de los dos enantidmeros, favoreciéndose la formacion de (+)-ABZSO. Con esto, se
puede sugerir que la enantioselectividad ocurriria a nivel de la sulfoxidacion donde se formaria
mayoritariamente el (+)-ABZSO y en la sulfonacién favoreciendo la eliminacién selectiva del (-)-
ABZSO por parte del Cit. P450. También hay que tener en cuenta que este farmaco y sus
metabolitos son principalmente excretados por via renal (Gyurik y cols., 1981; Hennessy y
cols., 1989) y la excrecién renal puede presentar diferencias entre enantiomeros. Se
desconoce si la excrecion renal difiere entre los dos enantidmeros del ABZSO. En la literatura,
varios son los estudios que ponen en evidencia las diferencias en el comportamiento cinético
de los enantidmeros provocadas por diferencias en los procesos metabdlicos y en la
eliminacion renal. Por ejemplo, el enantidmero negativo de tocainide se excreta mas por via
renal que el positivo (Nerurkar y cols., 1992); la warfarina, anticoagulante con estructura quiral,
presenté una depuracién del S (-) mayor que la del R(+) (Takahashi y cols., 1998). Estos
autores demostraron que habia isoenzimas especificas para el metabolismo de cada uno de los

enantidmeros tal y como se ha sugerido para la sulfoxidacion del ABZ.

La predominancia del (+)-ABZSO frente al (-)-ABZSO y sus elevadas concentraciones en los
animales tratados con rac-ABZSO, sugiere que éste isémero podria ser el principal
responsable de la actividad antiparasitaria ya que reside en los tejidos de los animales tratados

mas tiempo y en mayores concentraciones. Ademas, alcanza en los parasitos proporciones
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similares a las plasmaticas (Alvarez y cols., 2000), sin existir metabolismo enantioselectivo en
los parasitos (Solana y cols., 2001). Sin embargo, la actividad antiparasitaria de cada uno de
los enantidmeros del ABZSO requiere futuros estudios ya que no siempre los dos enantidmeros

tienen la misma actividad farmacoldgica.

2. Estudio del paso placentario del ABZSO y sus enantiomeros

en ovejas y ratas. Analisis de la embriotoxicidad en la rata

Durante la gestacion, la administracion de farmacos comporta una serie de riesgos derivados
de la capacidad que tienen estos para atravesar la barrera placentaria y alcanzar el feto o el
embrion en concentraciones significativas. Dicha capacidad depende de las caracteristicas
fisicoquimicas de su molécula, de la permeabilidad de la placenta y del posible metabolismo
placentario. Algunas de estas moléculas pueden afectar el correcto desarrollo embrionario
llegando a causar muerte embrionaria y malformaciones congénitas. Por ejemplo, las
malformaciones que se observaron en los hijos de mujeres tratadas con talidomida durante el
primer tercio de gestacion, en los afios 60, se habria evitado si se hubiera utilizado uno de los
enantiomeros, ya que el R-enantidmero es sedante y el S-enantiomero es teratégeno (Testa y
cols., 1993). En la literatura hay muchos datos que demuestran que la mayoria de los farmacos
BZD, son capaces de causar malformaciones congénitas cuando se administran a animales
durante la gestacion (Cristofol y cols., 1997b; Delatour y cols., 1984; Navarro y cols., 1999;
Navarro y cols., 1998). En el caso del ABZ, estos efectos se han atribuido mayoritariamente al
ABZSO por ser un metabolito activo con capacidad para llegar al embrién en concentraciones
elevadas (Cristofol y cols., 1995; 1997b). No obstante se desconoce como se produce el
acceso de sus enantibmeros hasta el feto o el embrion. En esta parte del estudio se ha
evaluado la capacidad de ambos para atravesar los tejidos placentarios, y acceder al embrion o

al feto en ratas y ovejas gestantes, respectivamente.

Después de la administracion a ovejas en el cuarto mes de gestacién, de una dosis terapéutica
por via oral de rac-ABZSO, ambos enantidmeros y el metabolito ABZSO, se detectaron en la
sangre materna hasta las 40 h postadministracion. El perfil cinético de ABZSO-total, sus
enantiomeros y ABZSO,, fue similar al observado en las ovejas hembras no gestantes,

elemento que pone de relieve que la gestacién no afecta a la disposicion en el organismo de
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estos productos. Resultados similares fueron observados con NTB por Cristofol y cols. (1997a).
Las variaciones fisiolégicas que se presentan durante la gestacion, comportan alteraciones en
el contenido de proteinas plasmaticas, acidos grasos, aumento del agua corporal, elementos
que pueden alterar la unién del farmaco a las proteinas y su volumen de distribucion, afectando
de esta forma el perfil cinético de estos compuestos. Por otra parte, es conocido que el
metabolismo hepatico a nivel del Cit. P450 puede verse modificado por la presencia de
progesterona que podria interaccionar con el metabolismo de los BZD. No obstante en este
estudio no se han observado diferencias en los parametros cinéticos estudiados, esto podria
ser debido al complicado ciclo metabdlico, digestivo y hepatico de estos compuestos, que ya
se ha descrito en el apartado anterior, el cual podria enmascar los cambios, si es que se
producen por causa de la gestacion. Numerosos autores han descrito modificaciones en la
cinética de los farmacos durante la gestacién, asi el fenobarbital, presenta una depuracién mas
rapida durante la gestacion, debido a un posible aumento de la actividad metabolica (Hogstedt
y cols., 1985), y la tecfilina es eliminada mas lentamente debido a una posible inhibicién de su

metabolismo hepatico (Gardner y cols., 1987).

Los resultados obtenidos ponen de relieve la capacidad de estas moléculas para atravesar la
barrera placentaria y alcanzar el feto en concentraciones significativas. Las concentraciones
fetales de las distintas sustancias objeto de este estudio, fueron cercanas a la mitad de las
encontradas en la sangre materna, lo cual sugiere que las membranas placentarias reducen el
acceso hasta el feto desde la sangre materna. Un elemento limitante podria ser la union del
ABZSO y de la sulfona a las proteinas plasmaticas (Notarianni, 1990). El ABZSO presenta una
elevada unién a las proteinas plasmaticas en las ovejas, alcanzando valores superiores al 80 %
(Cristofol y cols., 1998). Esta elevada union a las proteinas limitaria la presencia del farmaco
libre en disposicion para atravesar las membranas placentarias y por tanto reduciria el acceso
hasta el feto. Datos semejantes fueron observados en ovejas tras la administracion de NTB. En
estos estudios, el ABZSO y ABZSO, se encontraron en el plasma fetal y en los liquidos fetales
en concentraciones cercanas a la mitad de las observadas en la sangre materna (Cristofol y
cols., 1995). La capacidad de los farmacos para atravesar las membranas placentarias en
general es baja y muy variable y esta correlacionada con sus caracteristicas fisicoquimicas, asi
la indometacina alcanza, en humanos, concentraciones fetales similares a las maternas (Moise
y cols., 1990), mientras que el vigabatrin lo hace en concentraciones inferiores al 1 % (Tran y

cols., 1998). Una forma de evaluar la exposicién del feto al farmaco es a través de la relacion
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entre las AUC fetal y materna (Tonn y cols., 1995). Siguiendo este criterio, se observd que la
relacién de las AUC era de 0.45 para el ABZSO y de 0.33 para el ABZSO,. Estos valores
muestran que la exposicién del feto al farmaco, en el cuarto mes de gestacion, es inferior al

50% de la de la madre

En el presente estudio no se encontraron diferencias en los valores de MRT para el ABZSO y
ABZSO, entre madres y fetos, indicando que la eliminacion del farmaco en el feto depende de
la eliminacién materna. Para valorar el grado de sulfonacion se han tomado las relaciones de
las AUC entre ABZSO, y ABZSO y se ha podido observar que estas eran semejantes entre
madres (0.27) y fetos (0.22), sugiriendo que el ABZSO no es metabolizado al nivel de la
placenta ni en el ambito fetal. Asimismo los perfiles cinéticos de ambas sustancias fueron
paralelos durante todo el muestreo y con unas Tmax similares entre fetos y madres, indicando
gue las concentraciones fetales dependen de las maternas. Algunos autores (Bourget y cols.,
1994; Mirkin, 1975) han sugerido la existencia de metabolismo para algunos farmacos al nivel
fetal. Asi, Krauer y Dayer (1991) han descrito la capacidad de los prematuros y recién nacidos

de metilar la tecfilina a cafeina, via metabdlica que no se da en los adultos.

Como se ha podido observar, el ABZSO pasa la membrana placentaria y alcanza el feto en
concentraciones elevadas. No obstante, al poseer una estructura quiral, sus enantiomeros
pueden presentar diferente capacidad de atravesar la placenta. Asi, como ya se ha sefialado
anteriormente, en el caso de los animales no gestantes, la disposicion plasmatica del (+)-
ABZSO en las madres presento valores de AUC, Cmax y MRT significativamente superiores a
los del (-)-ABZSO. No obstante, en el feto, los parametros cinéticos plasmaticos de ambos
enantiémeros fueron similares. Por otra parte, aunque los valores de la AUC, Cmax, y MRT del
(+)-ABZSO fueron ligeramente superiores a los obtenidos para el (-)-ABZSO, estos no
presentaron diferencias significativas. Estos datos sugieren la posible existencia de una

capacidad diferente entre los enantiomeros para atravesar la placenta y alcanzar el feto.

Al valorar el grado de exposicion del feto a los enantiomeros, se observo que la relacion entre
el (+)-ABZSO y (-)-ABZSO en el caso de la madre (2.8) era superior a la observada en el feto
(1.6). Por otro lado, la relacion de las AUC observadas en madres y fetos para el (+)-ABZSO
fue de 2.5, y en el caso del (-)-ABZSO fue de 1.4. Estos resultados sugieren una permeabilidad

enantioselectiva favoreciendo el paso hasta el feto del (-)-ABZSO. Otra explicacion podria estar
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relacionada con una diferente capacidad de unién de los enantibmeros a las proteinas
plasmaticas maternas, reduciendo la concentracion del farmaco libre de uno de los
enantidbmeros, en este caso del (+)-ABZSO. Resultados similares se han observado con el
omeprazol en ovejas, donde su union a las proteinas plasméticas fue dos veces superior en los
fetos que en las madres (Ching y cols., 1986). En el caso de los enantiomeros del ABZSO, no
existen datos en la literatura de su grado de unién a las proteinas plasmaticas fetales,

fenomeno que puede influenciar su distribucion a los tejidos fetales, y su eliminacion.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que ambos enantibmeros atraviesan la
placenta y alcanzan el feto en elevadas concentraciones, lo que sugiere la necesidad de
realizar estudios evaluando al paso placentario de los enantiomeros cuando éstos son
administrados por separado, para comprender la capacidad independiente de cada uno de

ellos de atravesar la barrera placentaria y alcanzar el feto.

Es conocido que la permeabilidad de las membranas placentarias se modifica durante la
gestacion, observandose significativas diferencias entre la permeabilidad a los farmacos en el
primer tercio de la gestacién, de aquella que aparece en la Ultima fase de la gestacion.
Asimismo, hay que destacar que el periodo mas problematico desde el punto de vista tdxico
para el embrién, es el primer tercio de la gestacion, cuando los tejidos se diferencian, y pueden
ser dafiados mas facilmente por los farmacos y/o sus metabolitos. Para poder evaluar estos
procesos y teniendo en cuenta que existe una mayor facilidad para la manipulacion de los
animales, se realizé un estudio con ratas gestantes a las que se administro por via oral el rac-
ABZSO y en el décimo dia de gestacion. En este estudio se analiz6 cual y cuanto enantiomero
(+)-ABZSO o0 (-)-ABZSO alcanzaba el embrion, observando posteriormente en aquellos
animales en los que se desarrollo toda la gestacion, que tipo de malformaciones se podrian

observar en el feto y con que frecuencia estas aparecian.

Algunos son los estudios en los que, tras la administracién de NTB a animales gestantes, se
analizé el efecto embriotoxico y teratdgeno que el ABZ y sus metabolitos eran capaces de
provocar en los hijos de los animales tratados (Cristofol y cols., 1997b; Fabre y cols., 1989;
Navarro y cols. 1998; 1999). La presencia de ABZ, juntamente con ABZSO en los embriones
de las ratas tratadas con NTB, no permite aclarar la responsabilidad de estas moléculas en la

toxicidad embrionaria. Tanto el ABZ como el ABZSO, han demostrado en estudios in vitro que
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poseen un elevado potencial embriotéxico. Por estas razones, el andlisis de la capacidad del
farmaco y de sus enantiomeros para alcanzar el embrién tras el tratamiento de hembras

gestantes, puede facilitar la caracterizacién embriotdéxica de ambos.

Después de la administracion de tres dosis diferentes, por via oral, de rac-ABZSO a ratas en el
décimo dia de gestacion, los enantiomeros y el metabolito ABZSO, fueron detectados en los
primeros minutos en el plasma, alcanzando concentraciones maximas entorno a las 2-3 h
postadministracion. Estos hechos sugieren que los procesos de absorcion y de metabolismo
hepatico son bastante rapidos en monogastricos. Un proceso similar se observé cuando se

administro ABZ a ratas (Dominguez y cols., 1995).

Las Cmax obtenidas para el ABZSO-total y el ABZSO,, a las dosis de 8.5 y 10 mg/kg, fueron
similares entre si. Este hecho puede ser debido al estrecho margen entre ambas dosis, ya que
cuando se administré una dosis de 14 mg/kg las Cmax presentaron un aumento significativo
con respecto a las restantes dosis. Aunque este incremento de la dosis no se refleja en las
Cmax, la AUC obtenida con la dosis de 10 mg/kg fue superior a la obtenida con la dosis de 8.5
mg/kg e inferior a la dosis de 14 mg/kg, en este caso la Cmax también se vio incrementada en
casi el doble de los valores observados con dosis inferiores. Estos datos sugieren que la
absorcion del ABZSO no es saturable en este intervalo de dosis, no obstante, puede ser que la
via metabdlica responsable de la sulfonacién del ABZSO a ABZSO, sea saturable, provocando
un incremento de las concentraciones plasmaticas del sulfoxido, y consecuentemente un
aumento de sus AUC. Estos resultados contrastan con los obtenidos en las ratas tratadas con
NTB, donde al incrementar la dosis, las AUC del ABZSO se mantenian constantes (Cristofol y
cols., 1997b). Estos autores sugieren que este fendmeno podria ser debido a una saturacion de
los procesos metabolicos responsables del paso del ABZ a ABZSO, asi como a la elevada
velocidad de transito intestinal y a la baja capacidad reductora de los fluidos intestinales en los

monogastricos para nitroreducir el NTB a ABZ.

Al analizar el perfil cinético de los enantiomeros tras la administracion de las tres dosis
estudiadas, se observd que el (-)-ABZSO es el que predominaba en sangre, presentando
valores de Cmax y AUC relativamente superiores al (+)-ABZSO. Este predominio del (-)-
ABZSO también fue observado tras la administracion oral de ABZ a ratas por Delatour y cols.

(1991a). Las concentraciones plasmaticas de los enantidmeros en cada una de las tres dosis
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estudiadas siguen un perfil similar sugiriendo que estos presentan procesos de eliminaciéon no

saturables en este margen de dosis administradas.

Después de 9 horas de la administracion de rac-ABZSO, se sacrificaron los animales y se
procedié a la recogida de los embriones para su posterior andlisis segun lo descrito en el
apartado de materiales y métodos. En estudios in vitro con embriones de ratas, se observo que
el ABZSO posee un efecto citotdéxico a concentraciones superiores a 4,2 ng/mL (Whittaker y
Faustman, 1991). En cultivos celulares, también se vio que este es capaz de inhibir la
polimerizacion de la tubulina a concentraciones superiores a 1.95 ng/mL (Lacey y Watson,
1985) e impide el desarrollo embrionario bovino a 0.5 nmg/mL (Piscopo y Smoak, 1997). Las
concentraciones embrionarias del ABZSO-total observadas a las dosis de 8.5 y 10 mg/kg
fueron similares a las observadas en el plasma materno, lo que sugiere que en este momento
de desarrollo (10 dias), la placenta de la rata, que es muy permeable, no impide de forma
significativa el paso del farmaco hacia el embrion. No obstante, con la dosis de 14 mg/kg las
concentraciones embrionarias fueron la mitad de las observadas en el plasma materno. Los
embriones que habrian muerto presentarian bajas concentraciones. Estas bajas
concentraciones de los embriones muertos prematuramente se promedian con las
concentraciones de los embriones vivos, dando como resultado unas bajas concentraciones
por camada como puede haber ocurrido en la dosis de 14 mg/kg. También es posible que el

paso placentario sea saturable reduciendo, en parte, el acceso del farmaco al embrién.

Al analizar las concentraciones embrionarias 9 horas después del tratamiento, se observé que
éstas eran inferiores a las consideradas citotoxicas, sin embargo, en este momento los
embriones ya podrian haber estado expuestos a concentraciones superiores, considerando que
las concentraciones maternas maximas se alcanzaron a las 2-3 h con valores superiores a 4
mg/mL en todos los tratamientos. Es conocido que la toxicidad producida por el contacto del
farmaco con el embrion, puede estar relacionada tanto con los niveles de farmaco alcanzados,
como con el tiempo en que el embridn esta bajo el efecto del farmaco. En este caso se observé
que las concentraciones plasmaticas maternas tanto para el ABZSO como para el ABZSO, son
similares a las obtenidas en los embriones, en el caso de las dosis de 8.5y 10 mg/kg y la mitad
cuando se administré una dosis de 14 mg/kg. Estos datos sugieren, que en el momento en que

en el plasma materno se alcanzaron concentraciones entre 4 y 8 ng/mL, el embrién también
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habria estado sometido a niveles superiores a 2 ng/mL, concentraciones que como se ha
indicado anteriormente inhiben la polimerizacion de la tubulina en cultivos embrionarios (Lacey
y Watson, 1985). Ademas, el embrién puede haber estado sometido a altas concentraciones
del citotéxico, en algun caso, durante mas de 7 horas. La relacién entre el periodo de
exposicion y las concentraciones alcanzadas, podrian estar relacionadas con el porcentaje, el

tipo de reabsorciones y malformaciones observadas, ya que estas aumentaban con la dosis.

Después del sacrificio de las madres y la obtencion de los fetos en el dia 20 de gestacion, en el
grupo tratado con la dosis de 8.5 mg/kg, no se observaron diferencias significativas, en cuanto
al numero de reabsorciones, con el grupo control. No obstante, al incrementar la dosis a 10
mg/kg el porcentaje de reabsorciones aumentd significativamente. Este aumento podria estar
relacionado con el tiempo durante el cual se mantuvierdn las concentraciones de ABZSO
elevadas. Hay que destacar que tras la administracion de la dosis de 10 mg/kg, los niveles se
mantienen entorno a 4 ng/mL durante mas de 5 horas, por el contrario, en el caso de la dosis
de 8.5 mg/kg, solo las tres horas postadministracion se alcanzaron niveles de este orden Por
otra parte, las células que sobreviven a la exposicion con elevadas concentraciones de
farmaco, pueden presentar una divisién celular anormal durante el proceso de desarrollo, lo
gue conllevaria a la formacion anormal de tejidos y drganos. Esta formacion anormal puede a

su vez llevar a la muerte embrionaria tardia, como se observé con la dosis de 14 mg/kg.

Al incrementar la dosis a 14 mg/kg, las muertes embrionarias alcanzaron un 100% de los
embriones. De estas muertes se observd que un 80% de ellas fueron tardias, lo cual indicaria
gue las células de los embriones que sobrevivieron a las concentraciones toxicas, no fueron
viables en el desarrollo, poniendo en evidencia la gran capacidad embriotoxica de este
farmaco. La capacidad de muchos BZD de causar muerte embrionaria, ha sido estudiada en
farmacos como el triclabendazol (Yoshimura, 1987a), el flubendazol (Yoshimura, 1987b), el
cambendazol (Delatour y cols., 1975) y el oxfendazol (Delatour y cols., 1977) o del pro-BZD
Netobimin (Navarro y cols., 1999). Todos estos datos ponen en evidencia el riesgo que la

administracion de estos BZD presentan durante el desarrollo embrionario.

El andlisis morfoloégico de fetos recogidos después del sacrificio de las madres, permitio

observar malformaciones externas y esqueléticas en diferentes localizaciones. En el grupo de
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ratas tratadas con la dosis de 8.5 mg/kg, el numero de malformaciones encontradas no fue
estadisticamente significativo en relacion al grupo control. No obstante, el nimero de
malformaciones esqueléticas presentaron un porcentaje elevado, indicando un cierto efecto

teratégeno del ABZSO a dosis bajas.

En el grupo de fetos pertenecientes a madres tratadas con la dosis de 10 mg/kg rac-ABZSO, se
observaron malformaciones externas graves en el 26% de los individuos. Simultaneamente en
el mismo grupo se observo un incremento significativo de las malformaciones esqueléticas en
un 90%. El incremento de las malformaciones esqueléticas respecto a las externas hace
suponer que el farmaco afecta mas al proceso de formacién de los huesos que a los procesos
de adquisicién de la forma de la cara o del tronco. Por otro lado, como se ha comentado
anteriormente, aunque las concentraciones maternas y embrionarias observadas a la dosis de
8.5 y 10 mg/kg fueran semejantes, el perfil cinético y sus AUCs fueron diferentes, pudiendo ser
los responsables del incremento del efecto teratégeno del farmaco. Cuando se trataron ratas
con NTB, el efecto embriotdxico y teratdgeno fue atribuido al ABZ y al ABZSO puesto que estas
dos moléculas fueron encontradas en los embriones (Cristofol y cols., 1997b). Los resultados
de este estudio indican que el ABZSO es el principal responsable de las malformaciones

encontradas en ratas tratadas con NTB, ya que el ABZ en el presente estudio no fue detectado.

Las malformaciones esqueléticas observadas se localizaban principalmente a nivel de las
costillas, las vértebras y los miembros pelvianos. Al analizar la localizacién de las
malformaciones vertebrales y costales, se vio que éstas no se localizaban en la region cervical
o0 la toracica craneal, siendo estos datos semejantes a los observados tras la administracion de
NTB (Navarro y cols., 1999). Este hecho pone en evidencia una vez mas que los efectos
producidos por el farmaco dependen del estadio embrionario en que se realiza su
administracion. Por ejemplo, el tipo de malformaciones encontradas en ratas tratadas con
busulfan, estaban relacionadas con el estadio (dia de gestacién) en que se realizaban el

tratamiento de las madres gestantes (Lewin y Opitz, 1986).

En los miembros pelvianos se observaron malformaciones de la tibia y de los dedos mediales.
La existencia de diferencias morfogenéticas durante el proceso de formacién de los dedos se
conoce desde hace afios (Lewin y Opitz, 1986). Estas diferencias podrian condicionar el tipo de

malformaciones 6seas y su localizacion. Malformaciones semejantes se producen de manera
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espontanea en el hombre (Rodriguez-Baeza y cols., 1997) y también se han observado en
ovejas tratadas con NTB durante el primer tercio de gestacion (Navarro y cols., 1998).
Malformaciones similares se han detectado en ratas tras el tratamiento con flubendazol y el

triclabendazol (Yoshimura, 1987a;b).

El margen de dosis en el que se ve incrementada la embriotoxicidad es bastante estrecho (8.5-
10 mg/kg), si lo comparamos con tratamientos realizados con NTB (50-59 mg/kg) (Cristofol y
cols., 1997b; Navarro y cols., 1999) lo que indica la gran actividad embriotéxica de este

farmaco cuando es directamente administrado a los animales.

De los resultados obtenidos con relacién a los enantibmeros, se puede inferir que la presencia
del (-)-ABZSO en los embriones es semejante al positivo, no obstante, la relacion entre ellos
con el nivel correspondiente en el plasma materno indicaria que el (-)-ABZSO pasaria algo
menos que el (+)-ABZSO. Estos datos corroboran las diferencias de permeabilidad existentes
entre las placentas de las ovejas y de las ratas, siendo estas Ultimas mas permeables que las
de las ovejas para este tipo de moléculas. La presencia similar de ambos isémeros no permite
concluir cual de ellos puede ser el principal responsable de la toxicidad embrionaria, por lo que

se requieren estudios a respecto tras su administracion por separado.

3. Estudio farmacocinético de albendazol suféoxido racémico y

de sus enantiomeros administrados por separado en ratas

Como se ha observado, los estudios farmacocinéticos a partir del rac-ABZSO permite evaluar
algunos parametros relativos a la disposicion de ambos enantiémeros en el organismo y por
tanto, evaluar su capacidad para acceder a los lugares donde se pueden localizar los parasitos
y realizar su accién antihelmintica. Asimismo estos estudios también han permitido evaluar su
capacidad para acceder a los embriones y ejercer su actividad embriotoxica. No obstante,
estos datos no permiten conocer la contribucién de cada uno de los enantidmeros en cuanto a
su actividad antihelmintica o teratdgena. Es posible que los enantibmeros de ABZSO presenten
diferente actividad antihelmintica o teratbgena como ocurre con la dobutamina, donde el (+)-
dobutamina es un R-agonista adrenérgico mientras que el (-)-dobutamina es un a-agonista

adrenérgico (Nerurkar y cols., 1992); o con la talidomida donde el R-enantiomero no presenta
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la actividad teratégena que tiene el S-enantiomero (Testa y cols., 1993).

Por otra parte, algunos enantimeros presentan, en el organismo, inversién quiral, que puede
ser uni o bidireccional, lo que hace dificil evitar las posibles reacciones adversas, que el
farmaco racémico o de cualquiera de ambos enantidmeros pueden presentar. Por ejemplo,
Landoni y cols. (1999) observaron, en ovejas, que habia una inversion unidireccional del R(-)-
ketoprofeno a S-(+)-ketoprofeno cuando estos se administraban por separado. Esta inversion,
ademas de modificar el perfil cinético, también puede influenciar la accion farmacoldgica,
dificultando asi la identificacion del enantidmero menos potente y con mas efectos adversos.
Como los procesos metabdlicos del ABZSO son bastante complejos y ademas el farmaco sufre
una circulacién entero-plasmatica, podria darse, tras la administraciéon de cada enantiémero por
separado, una inversién quiral. Un primer paso para aclarar cual es el comportamiento
farmacolégico de cada enantidmero es el estudio in vivo de su perfil cinético cuando estos son
administrados por separado. Para ello se trataron ratas con 10 mg/kg de rac-ABZSO por via

oral, y con 5 mg/kg de cada uno de los enantiémeros por separado.

Después de la administracion de la forma racémica, el ABZSO se detectd en el plasma poco
tiempo después de su administracién, alcanzando la Cmax en menos de 1 h, lo que sugiere
que la absorcién del ABZSO en esta especie es bastante rapida. Estos resultados difieren de
los observados en ratas gestantes donde los Tmax se alcanzaban a las 2.5 horas. La rapidez
con la que se producia la absorcion en este estudio pudo ser debida al cambio de formulacién
ya que se utilizd una disolucion en medio &cido, que facilitaba la solubilidad del ABZSO, y su
incorporacion a los jugos gastricos, mejorando asi su disponibilidad para atravesar las
membranas celulares.

Tras la administracion de rac-ABZSO se observd que, en los primeros minutos, las
proporciones de ambos enantiomeros se mantenian alrededor del 50%. Valores similares

también fueron encontrados en ratas gestantes.

El perfil de los enantiomeros observado, difiere de lo observado en distintas especies donde el
(+)-ABZSO era el enantiomero predominante (Cristofol y cols., 2000; Delatour y cols. 1991a;b),
estas diferencias podrian estar relacionadas con diferencias en la actividad de las enzimas que

participan en los procesos de sulfonacién. Es conocido que existen diferencias entre especies
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en relacion a los enzimas y vias de metabolizacion que intervienen en la biotransformacion de
los farmacos. Es posible que los enzimas del sistema Cit. P450 implicados en este proceso
puedan variar entre especies, y esto implicaria las diferencias entre especies en las tasas de
eliminacién de ambos enantibmeros. Es por tanto, posible que la formacion de la sulfona en las
restantes especies estudiadas sea favorable al consumo del (-)-ABZSO, mientras que en ratas

se consuma mas el (+)-ABZSO.

Al administrar los enantiomeros por separado, no se observo inversion quiral. Estos resultados
demuestran que la administracion de un enantibmero aislado permite el estudio de su
comportamiento farmacolégico sin interferencia de otro enantibmero. La no presencia del
racémico puede ser debida: a) a la ineficacia en ratas, de los procesos de reduccién
gastrointestinal de ABZSO a ABZ, que después se oxidaria a ABZSO generando ambos
enantiémeros; b) la irreversibilidad de la reaccion de sulfoxidacién a nivel hepatico, que al igual
que la reduccién gastrointestinal, generaria ABZ y como consecuencia ambos enantiomeros; c)

la elevada estabilidad de los enantiomeros cuando se administran en separado.

El perfil cinético de los enantiémeros del ABZSO administrados por separado, es semejante al
obtenido cuando se administrd la forma racémica. Al igual que en la administracion de la forma
racémica, el (-)-ABZSO presentd concentraciones y valores de AUC mayores respecto al (+)-
ABZSO. ElI MRT para los dos enantidmeros presenta valores semejantes. Estos resultados
indican que las tasas de eliminacion de los enantibmeros es similar. Ademas, al analizar el
grado con que se forma la sulfona a través del célculo de la relacion sulféxido/sulfona en la
administracion de los enantiomeros por separado, se detecta que no existen diferencias en
cuanto a los valores encontrados (4.4 para (-)-ABZSO y 4.6 para (+)-ABZSO). Esta semejanza
de valores sugiere que la actividad de las enzimas que participan en los procesos de
sulfonacién en la rata es similar tanto para el (-)-ABZSO, asi como para el (+)-ABZSO. La
mayor Cmax y AUC para el (-)-ABZSO y el semejante MRT entre los enantiomeros, sugiere
que la absorcién es més elevada para el (-)-ABZSO, estos datos sugieren que en la rata la

absorcion podria ser enantioselectiva.

Hay farmacos que presentan procesos metabdlicos diferenciados para cada uno de sus dos
enantiémeros como es el caso de carprofeno donde el R-Carprofeno se glucuronoconjuga mas

que el S-carprofeno (Maire-Gauthier y cols., 1998), otros como la tocaina presentan
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selectividad en la eliminacién renal de los enantiomeros con mayor eliminacién del negativo
que el positivo (Nerurkar y cols., 1992). En este estudio no fueron encontradas diferencias
relacionadas a la sulfonacion ya que la relacion sulféxido/sulfona es semejante para los dos
enantidmeros. Sin embargo, la excrecion renal y por otras vias del ABZSO, y la complejidad del
esquema metabdlico de este farmaco, pueden ser las responsables de que no se puedan

observar posibles procesos enantioselectivos.

Los resultados obtenidos muestran que los enantiomeros de ABZSO son bastante estables, lo
que permite hacer estudios relativos a eficacia y teratogenicidad de estos por separado y asi
poder evaluar su futura utilizacion en la practica clinica. La no presencia del racémico tras la
administracion de los enantibmeros por separado, permite concluir que los procesos de
reduccioén digestiva descritos por diversos autores son escasos en la rata, ya que se podrian
haber observado niveles del otro enantiomero proveniente de la sulfoxidacion del ABZ obtenido
por reduccion intestinal. Por otro lado, se ha podido ver que ambos enantimeros presentan un
perfil similar cuando son administrados en la forma racémica o por separado y que ambos son
substratos para la sulfonacion. Asimismo, la reversibilidad del sulfoxido a ABZ propuesto por
muchos autores (Galtier y cols., 1986; Souhaili EI-Amri y cols., 1987) han resultado ser

inexistente en la rata.
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1.

Los fluidos ruminales han demostrado ser fuertemente reductores, observandose una
elevada tasa de reduccion del NTB y del ABZSO, indicando que es un proceso mas
eficiente que el de oxidacién del ABZ a ABZSO vy, de éste a ABZSO,. Por lo tanto, in vivo
debe destacarse un significativo papel de la flora bacteriana en la cinética y dinamia de

estos compuestos.

La biotransformacién de los enantiomeros, que ocurre a nivel de los fluidos ruminales, no

parece ser enantioselectivo.

El sistema de fermentadores de doble flujo, es un modelo vélido para estudiar el
metabolismo ruminal de los farmacos, puesto que permite controlar todos los factores que
pueden modificar el metabolismo como el pH, alimentacion, condiciones anaerobias,

temperatura, etc.

Tras la administracion de rac-ABZSO a ovejas machos y hembras, el perfil cinético del
ABZSO, ABZSO, y de los enantiomeros de ABZSO, no presentan diferencias significativas
entre machos y hembras, lo cual sugiere que la eficacia antiparasitaria de este tratamiento
sera similar en ambos sexos, y que, el (+)-ABZSO podria ser el mayor responsable de la
actividad antihelmintica tras el tratamiento con rac-ABZSO.

En las ovejas se ha podido observar que el (+)-ABZSO esta presente en el organismo en
concentraciones méas elevadas y durante mas tiempo que el (-)-ABZSO, fenébmeno que

sugiere la existencia de unos procesos de eliminacion metabdlica enantioselectivos.

El comportamiento farmacocinético de los enantidmeros del ABZSO, en ovejas gestantes,
fue semejante al observado en ovejas no gestantes, indicando que la gestacién podria no

afectar el perfil cinético de estos enantibmeros.

El perfil cinético del ABZSO y de sus metabdlitos, en los fetos, fue semejante al materno,
indicando que el proceso de eliminacion de estos depende fundamentalmente de la

depuracion (metabolismo y excrecion) materna.

Los enantiomeros del ABZSO atraviesan la barrera placentaria en la oveja, alcanzando
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

concentraciones cercanas a la mitad de las observadas en los mismos tiempos en el
plasma materno, demostrando que la placenta es capaz de limitar el acceso del farmaco al

feto.

En ratas, las concentraciones embrionarias de los enantiomeros del ABZSO a las dosis
inferiores (8.5 y 10 mg/kg) fueron similares a las maternas sugiriendo que el paso
placentario en ratas no es saturable a estas dosis. Las diferencias encontradas a la dosis

de 14 mg/kg podrian ser debiadas a muertes embrionarias tempranas.

La capacidad de ambos enantiomeros para atravesar los tejidos placentarios y alcanzar los
embriones es similar, no observandose procesos que indiquen la existencia de

enantioselectividad.

En ratas, el ABZSO causa muerte embrionaria y malformaciones congénitas en los

animales tratados durante el primer tercio de gestacion.

Tras el tratamiento con la forma racémica del ABZSO a ratas, tanto gestantes como no

gestantes, el (-)-ABZSO es el enantidmero que predomina en sangre.

Los procesos de reduccion a nivel intestinal y hepatica del ABZSO en la rata no han sido

detectables, indicando que la flora intestinal posee en esta especie un bajo poder reductor.

Cuando en ratas se administran los enantiomeros del ABZSO por separado, ambos son
metabolizados a ABZSO,, sugiriendo que ambos son buenos sustratos de los enzimas

responsables de la sulfonacién, y por lo tanto no se apreciaria una enantioselectividad.
En ratas, los enantiomeros del ABZSO, son altamente estables, no se observa inversion

quiral, por lo que seria posible realizar los respectivos estudios relativos a la eficacia y la

teratogenicidad de forma individual y asi evaluar su posible utilizacién en la pratica clinica.
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