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RESUMEN

BIODISPONIBILIDAD RELATIVA DE DIFERENTES FORMULACIONES
GENERICAS ORALESDE TRICLABENDAZOL EN BOVINOS-2010.

Se redizO un experimento para estudiar la biodisponibilidad relativa de cinco
formulaciones orales de Triclabendazol (TCBZ), comercidmente disponible para
bovinos en e Perd. Se utilizaron treinta bovinos hembras de raza Holstein de un
propietario del valle de Cgjamarca con un peso promedio de 249,899 Kg. Los animales
fueron seleccionados a azar en cinco grupos (n= 6). El Grupo | sirvié como grupo de
referencia (RF), y fueron tratados con Fasinex® (Novartis). Los animales de los grupos
[1, 111, 1V y V fueron tratados con diferentes formulaciones de TCBZ. Todos los animales
fueron tratados por via oral a dosis de 12mg/Kg de peso corporal con TCBZ. Se
recol ectaron muestras de sangre de los animales en diferentes horas de 1h hasta 168 horas
post tratamiento. Se obtuvieron muestras de plasma, las cuales se mantuvieron
congeladas a -20 °C hasta su uso. Las concentraciones de metabolitos de TCBZ en
plasma sanguineo de todos los grupos de animales fueron medidos a través del andlisis
de Cromatografia Liquida de Alto Poder (HPLC). Los metabolitos detectados de TCBZ
fueron TCBZ-sulféxido (TCBZ.SO) y TCBZ- sulfona (TCBZ.S02). Se observaron
diferencias significativas en las concentraciones plasméti cas maximas (Cmax) al canzadas
por TCBZ.SO entre las diferentes formulaciones con respecto a la RF, rango de 8,3-
14,3ug/ml. Laformulacion del GlIl mostré un érea bajo la curva (ABC), concentracion
vs tiempo significativamente menor (268,9-78, 1ug.h/ml) en comparacion con € de RF,
(418,1- 60,2 ug.h/ml). El valor de ABC para este metabolito fue mayor (P<0,05) paralas
formulaciones de GIV (619,9-73,0 pg.h/ml y GV (683,4-85,5 ug.h/ml), con respecto al
de RF. La formulacion de GIlI, fue & Unico que mostrd un comportamiento
farmacocinético similar en comparacion con e grupo RF. Los resultados obtenidos
demuestran la necesidad de realizar estudios de biodisponibilidad relativa y
bioequivalencia antes de la introduccion de nuevos farmacos para € tratamiento de

Fasciola hepatica en e mercado farmacéutico peruano y otras regiones.

Palabras clave: Fasciola hepatica, Triclabendazol, biodisponibilidad relativa bovinos
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ABSTRACT

RELATIVE BIODISPONIBILITY OF DIFERENT GENERIC ORAL
FORMULATIONS OF TRICLABENDAZOLE IN CATTLE.

An experiment was performed to examine the relative bioavailability of five oral
formulations of Triclabendazole commercialy available for cattle in Peru. Thirty
Holstein female cattle from a breed owner from the valley of Cajamarca were used in
the experiment, with an average weight of 249.899 kg. The animals were randomized
into five groups (n = 6). Group | served as the reference group (RF) and were treated
with Fasinex® (Novartis). Animalsof groupsll, 111, 1V and V weretreated with different
commercial formulations of TCBZ. All the animals were treated orally at 12mg/kg of
body weight with TCBZ. Blood samples from animals were collected at different times
from 1h up to 168 hours post treatment. Plasma samples were obtained and kept frozen
at -20°C until use. TCBZ concentrations of metabolitesin blood plasma of al groups of
animals were measured through High Power Liquid Chromatography (HPLC). TCBZ
metabolites detected were TCBZ sulfoxide (TCBZ.SO) and TCBZ sulfone
(TCBZ.S02). Significant differences in maximum plasma concentrations (Cmax)
achieved by TCBZ.SO, between the different formulations with respect to the RF, range
from 8.3 to 14.3ug/ml. The formulations of the group Glll showed an area under the
curve (AUC) concentration significantly lower vs time (268.9-78.1ug.h / ml) compared
to the RF group (60.2-418.1ug.h / ml). The value of AUC for this metabolite was higher
(P <0.05) for the formulations of GIV (73.0-619.9 ug.n/ml) and GV (683.4-85.5 ug.h /
ml) with respect to the RF. The GII formulation was the only that showed a similar
pharmacokinetic behavior compared to the RF. The results obtained demonstrate the
need for studies of relative bioavailability and bioequivalence prior to the introduction
of new drugs for the treatment of Fasciola hepatica in the Peruvian pharmaceutical

market and other regions.
Keywords: Fasciola hepatica, Triclabendazole, relative bioavailability, cattle.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

La Fasciolosis constituye una enfermedad de distribucion mundial, es causada por
el trematodo Fasciola hepatica, considerada como una importante parasitosis
veterinaria'y humana, por su patogenicidad, causa graves pérdidas econémicas a
la industria pecuaria, principalmente en e ganado bovino y ovino, con una
distribucion geogréfica con la mayor amplitud, latitudinal, longitudina y
dtitudinal .?

Esta especie utiliza como hospederos intermediarios caracol es de agua dulce de la
familia Lymnaeidae,®laforma subclinica hace que | as pérdidas indirectas sean méas
dificiles de cuantificar y se refieren ala reduccion de los indices de crecimiento y
conversion, disminucion de la produccion lactea, efectos adversos en la cantidad y
cadidad de la lana, interferencia en la fertilidad, receptividad frente a otras

infecciones, asi como costosos gastos terapéuticos.*

La parasitosis en humanos por F. hepatica ha sido descrita en 51 paises diferentes
delos 5 continentes,® ocurre como una accidental enfermedad zoonéticaen Africa,
Europa Occidental y América Latina.® Desde la década de 1990, la Fasciolosis
humana tiene una mayor relevancia, por el elevado nimero de personas en riesgo
de infeccion.” Este hecho refleja una problemética de salud pablica con una
importante repercusi én en laeconomiade | as sociedades, traducido como ausencias
escolares y laborales por parte de la poblacion parasitada. Se estima que la
poblacion humana afectada por |a Fasciolosis se sittia entre los 2,4 8 y 17 millones

de personas ® y un total de 180 millones en riesgo de contraer la enfermedad.©

En & Peru se han realizado diversos estudios en animales y en humanos usando
métodos seroldgicos y coprolégicos.tt El fracaso en e control antiparasitario,
basado casi exclusivamente en quimioterapia, tiene unaimportancia econémica de
enorme trascendencia en paises como Pert, donde las condiciones climéticas y de

explotacion semiextensiva favorecen unaaltaincidenciadel parasitismo.



Cgamarca una de las principales cuencas lecheras del Pert, produce
aproximadamente 750,000 litros de leche diario, los ganaderos ven limitada su
productividad por enfermedades infecciosas principamente las parasitarias;
predominando la Fasciolosis por las condiciones climatol 6gicas para € desarrollo
de los hospederos intermediarios, las que traducen pérdidas econémicas para €
ganadero, esta region es considerada una area endémica, donde se ha reportado
faciolosis humana con prevalencia del 8%, 15%,2 los pacientes son tratados con
Triclabendazol (TCBZ), en los hospitales. Esta emergencia evidente de la
Fasciolosis humana ha estado en parte ligada al cambio climético, la marcada

dependencia del ciclo bioldgico de F. hepética.**

Para el tratamiento de la Fasciolosis se disponen de varias estrategias de mangjo
dirigidas a actuar sobre las diferentes faces del ciclo biolégico de F. hepatica, se
basa en la administracion de diferentes drogas antihelminticas, Bencimidazoles
(BZD), Closantel a 10 mg/Kg, Rafoxanide a 7 mg/Kg, Nitroxinil a 10 mg/Kg,
Albendazol a 10 mg/Kg.

En humanos se harealizado el tratamiento con diversos productos como € Bitionol
y la Dihidroemetina; actualmente la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha
recomendado incluir el TCBZ (Egaten), en € tratamiento de F. hepatica, por su
eficacia y seguridad, en dosis Unica como en dosis repetida de 10 mg/Kg p.v.
TCBZ, esd Unico BZD que actla sobre | os estadios juveniles como adultos de F.
hepatica, a 10- 12 mg/K g con una eficaciade 99 a 100 %.°

El TCBZ, es un Bencimidazol derivado del tiol halogenado, muestra excelente
eficacia en lamigracion de F. hepatica, a higado en ovinos, bovinos y humanos,
que es una caracteristica diferencial en comparacion con otros farmacos
trematocidas,'® esta droga puede acanzar a tremétodo hepético por ingestion de
sangre o por difusién transtegumental. La superficie de absorcion del tegumento
del trematodo puede tener un papel importante en la difusion de drogas, la entrada
de un farmaco en F. hepatica puede depender principalmente en la superficie de
difusion, la gradiente de concentracion através de lamembrana, larelacion pH/pK
y lipofilica de la molécula.l” TCBZ, es & maés potente compuesto fasciolicida,



aungue in vivo transtegumental difusion en adulto de F. hepatica mostré ser

significativamente baja que la observada para el Albendazol .*®

El mecanismo de accion de TCBZ continda siendo desconocido, su fuerte unién a
variostipos de estructuras de proteinas aparte de los microtUbul os (€l sitio de accion
para nematodicidas benzimidazoles compuestos), actividad trematodicida de esta
drogal® Los antihelminticos Bencimidazol (Albendazol, Fenbendazol, etc.)
metilcarbamato se metaboliza extensamente en todos las especies estudiadas.?
Existe solo informacion limitada disponible que describe € comportamiento
farmacocinético en plasmade TCBZ, en rumiantes.? %

El farmaco principal TCBZ no es detectado en plasmatras su administracion oral a
bovinos, lo cua indica que es completamente metabolisado de la circulacién
sanguineapor el higado después de laaparente absorcion.?? En sus correspondientes
metabolitos, Triclabendazol sulféxido (TCBZ.SO) y Triclabendazol sulfona
(TCBZ.S02). La hidroxilacion de TCBZ se produce en la posicion 4 del anillo
diclorofenoxy, formando los metabolitos hidroxilados, Hidroxi-triclabendazol
sulféxido (OH-TCBZ.S0) Hidroxi-triclabendazol sulfona (OH-TCBZ.S0O2).

Laimportanciadelacalidad farmacol 6gicacualitativay cuantitativa se atribuye en
aspectos de seguridad, eficaciay estabilidad, la calidad de materia prima, proceso
de fabricacion composicion del excipiente, la diferencia del ingrediente activo de
TCBZ, puede determinar las diferencias en la aparente absorcion gastrointestinal,
la exposicion del farmaco en plasma como en la eficacia de las preparaciones
farmacologicas, € incremento de productos similares y aparicion de farmacos
genéricos hace que la bioequivalencia a través de la biodisponibilidad relativa sea
un parametro decisivo para la seleccion de un medicamento, estudios de
farmacocinética representalaformamas objetiva de obtencion de datos suficientes
en e disefio de un estudio, donde se toma un producto de referencia cuyas

propiedades se conoce ampliamente.*

Se considera que las formulaciones farmacéuticas son bioequivaentes cuando
tienen el mismo principio activo (cantidad, calidad), tras la administracion de las
mismas dosis en las mismas condiciones, presentan una biodisponibilidad que

describe la cantidad de medicamento que alcanza la circulacion sistémica a la



velocidad gque lo hace, |a bioequivaencia de los medicamentos garantiza que sus
efectos, en eficacia y seguridad son esencialmente similares que permita la
seguridad de la salud publica. Los parametros farmacocinéticos para medir la
biodisponibilidad relativa son Méaxima concentracién plasmatica (Cmax), tiempo
gue acanza la concentracién maxima (Tmax), limite de confianza entre 0,8 - 1,25
y area bgo la curva concentracion vs tiempo (ABC/AUC), la concentracion
plasméticaen el tiempo es proporcional ala cantidad de principio activo absorbido

mediante el andlisis de la cromatografia liquida de alto poder (HPLC).

En Cgamarca, |la Fasciolosis es endémica con distribucion en € Pert y e Mundo,
el TCBZ es un Benzimidazol ampliamente usado en el tratamiento de F. hepatica
en bovinos, ovinos y humanos. Se ha reportado su efectividad en una dosis de
12mg/K g de pv, por viaoral de 99 a100 % en pequefios y grandes rumiantes, esta
accion se asocia con € metabolito TCBZ.SO. La droga original de TCBZ, es
répidamente metabolizada en e higado en TCBZ.SO y TCBZ.S02,%* %6 con una
vidamediade eliminacion entre 18 y 24 horas. El fallo terapéutico, o la€eficaciase
deben ala calidad variable de la formulacion del farmaco,?” por lo que se planted

la siguiente interrogante.

¢Cudles son los parametros farmacocinéticos de biodisponibilidad relativa y
bioequivalencia de las formulaciones genéricas de TCBZ, en plasma bovino,
comparados con €l producto dereferencia, atravésdel andlisisde HPLC, en € valle

de Cgamarca-Peru?

Varias formulaciones genéricas oraes de TCBZ (suspension) se han introducido en
el mercado farmacéutico del Per( y en diferentes regiones del mundo, después de
la expiracion de la patente original de la primera formulacion aprobada (pionero)
TCBZ (Faxinex®, Novartis Animal Health Basilea Suiza). En Per( existe un
promedio de 15 formulaciones de TCBZ disponibles para ganado vacuno y ovino.
La mayoria de ellos contiene la misma composicion del vehiculo utilizado en la
formulacion de TCBZ pionero, no existe informacion disponible sobre e
comportamiento farmacocinético comparativo en los ensayos genéricos
estandarizados en e mercado farmacéutico veterinario del Per(, no se conoce s

estas formulaciones deTCBZ, tiene laeficaciay calidad deseada en el tratamiento



deF. hepatica, yaquelacalidad de ladroga que emplean los diferentes |aboratorios
esdistinta, aladrogaoriginal, estadrogaes comercializada por paises como China,
India etc. Los laboratorios peruanos adquieren el TCBZ de la forma genérica, la

diluyen a una determinada concentracion y o comercializan.

Este proceso no tiene un control de calidad de los analitos, materia prima,
excipientes, material de acondicionamiento y fabricacion, ni conocimiento de
biodisponibilidad relativa o bioequivalencia de TCBZ y sus metabolitos, dado que
diferencias en la calidad del principio activo y/o en los excipientes vehiculos
utilizados para su formulacién pueden determinar cambios en la disolucion y
absorcion del fa&rmaco y su eficacia A si mismo no existen estudios en plasma
bovino, para conocer sus parametros farmacocinéticos de las formulaciones
genéricas de productos comerciales de TCBZ, y sus metabolitos TCBZ.SO y
TCBZ.S02, disponibles, en e mercado de Cajamarca en bovinos.

A través del presente trabajo se propuso realizar € estudio de biodisponibilidad
relativa en plasma bovino mediante € andlisis de HPLC, validar un método de
cuantificacion en forma comparativadel comportamiento farmacocinético de estas
formul aciones genéricas de TCBZ y sus metabolitos después de su administracion
por via ora en bovinos, para conocer los pardmetros farmacosinéticos de
concentracion plasmética de sus metabolitos, Cmax, Tmax, ABC, IC de 90 %y sus
limites entre 80 % y 125 % de TCBZ.SO y TCBZ.SO2 que se generan en €
organismo vivo a través de la oxidacion y sulfonacion en € higado € cual se
adhiere a la B tubulina de la F. hepatica. Por lo antes mencionado se justifico
realizar el presente trabgjo de investigacion.



OBJETIVOS

El estudio serealizo para acanzar |os siguientes objetivos:

Objetivo General

Evaluar la biodisponibilidad relativa y cinética plasmatica de cinco formulaciones
comerciales conteniendo como principio activo Triclabendazol (TCBZ), en

bovinos.

Obj etivos Especificos

- Desarrollar y validar un método para cuantificacién de TCBZ y sus metabolitos

en plasma bovino.

- Evaluar la cinética de disposicion plasmatica de |os metabolitos de TCBZ, tras
su administracion en bovinos bgjo la forma de diferentes formulaciones

comerciales genéricas através de HPLC.

- Establecer la biodisponibilidad relativa de TCBZ.SO tras la administracion de
TCBZ en bovinos bgjo la forma de diferentes formulaciones comerciaes

genéricas.

- Determinar la bioequivaencia de las diferentes formulaciones comerciaes

genéricas de TCBZ evauadas, con respecto alaformulacion de referencia



CAPITULO 11

REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes

2.2.

La Fasciola hepatica fue el primer trematodo descrito en la historia de la
Parasitologia, y su ciclo bioldgico fue dilucidado afinales del siglo X1X.22 De
hecho F. hepatica fue el primer modelo general de ciclo de vida diheteroxeno
descrito entre los trematodos.® En Francia, Jehan de Brie, en 1379, hace la
primera referencia, en ovejas. Pollas en e siglo XV descubre el parésito en €
hombre.3* En 1758 Linnaeus le da su nombre latino. Uno de los primeros que
describié € hallazgo de Fasciola hepatica en humanos, fue Petridge *? en 1852,
indicando la ubicacion de la F. hepatica en vias biliares extra hepéticas. La
mayoria de casos reportados en e mundo proceden de epidemias, en 1930
Sanchez Checa describe los dos primeros casos humanos en € Perl (ambos
procedian de Lima, pero habian realizado viges a Arequipa y Cagamarca), y
refiere que Escomel en 1924, lo describe en e ganado ovino. En 1951
Corngjo inicia la recoleccion de casos hospitalarios, haciendo un estudio de 20
pacientes. Zegarraen 1964 presenta 20 casos, y en 1967 Lopera hace un estudio
de 80 casos (los dos ultimos en Arequipa). Los estudios epidemiolbgicos de
campo se inician en 1962 con Lumbreras, cuando establece € método de
sedimentacion rapida para su diagnostico y en 1964 rediza un estudio en
Cajamarca. Iguamente o hace Cosmeen 1971 en Cgamarca, Terashimaen 1970
y Néguira en 1972 en Junin; Huiza en 1973 y Reto en 1974 en Huarochiri, Lima.®
En Cajamarca la prevalencia de 8%,? 15%,* los pacientes son tratados con
Triclabendazol (TCBZ), en los hospitales.

Fasciola hepatica
2.2.1. Clasificacion taxonémica

Segin estudios de** #? |a clasificacion taxondmicade laespecie del género

Fasciola eslasiguiente:



Phylum : Platyhelminthes
Clase  : Trematoda
Subclase : Digenea
Orden  : Echinostomatida
Suborden : Prosomata Odhner, 1905
Familia : Fasciolidae Railliet, 1985
Género : Fasciola, 1758
Especie : hepatica, 1758

2.2.2. Caracterizacion morfologica

La fase adulta de F. hepatica se caracterizada fundamentalmente por
presentar un cuerpo folidceo, aplanado dorso ventramente, con una
longitud entre 20 y 30 mm y una anchura variable entre 6 y 13 mm.** En
el extremo anterior presenta una proyeccion conica bien definida
denominada cono cefélico de unos 3 0 4 mm de longitud, € cua se
ensancha en su parte inferior paraformar una especie de hombros a partir
de los cuales e cuerpo se estrecha progresivamente hasta € extremo
posterior redondeado. Las ventosas son rel ativamente pequefias, |legando

aser laventral un poco més grande que laoral.

En la porcion apica del cono cefdlico se localiza la ventosa ora
musculosa, a rededor de 1 mm de diametro, la cual rodea la apertura oral
del verme a exterior, laventosa oral, donde comienza el tubo digestivo,
continda con una prominente faringe musculosa seguida de un corto
esofago en bifurcaciones consecutivas a los ciegos intestinales, es decir,
en dos ramas principales de ciegos intestinales que a su vez se ramifican
en un complejo sistema de ramas laterales secundarias y terciarias.® 3° En
lazonaventral cercana alaventosaoral, se encuentralaventosa ventral o

acetabulo, que mide arededor de 1,6 mm de didmetro, 3> 37 38,40y 44



El tegumento se encuentra recubierto de espinas que se disponen dirigidas
hacia atras, las cual es alcanzan, hastala mitad de la caradorsal y hasta el
altimo tercio de laregion ventral. Lafuncion principal del tegumento es
ayudar alaFasciola amantener lahomeostasis, del medio interno, esencial
para la supervivencia del parésito dentro del hospedador definitivo.
Ademés, presenta otras funciones importantes como participar en la
absorcion e intercambio de nutrientes, en la eliminacion de los desechos,
en la regulacion idnica y en la proteccion frente a la respuesta

inmunol égica del hospedero.

El sistema excretor se comunicacon €l exterior en e extremo posterior del
cuerpo y consta de una vesicula sacciforme de la cua parten tubos
ramificados que entran en e parénguima hasta contactar con las células
flamigeras, que presenta largos cilios, que a moverse producen una
corriente o flujo que impulsa las sustancias de desecho hacia la vesicula
excretoraal exterior, € sistemanervioso constade un anillo peri esofagica
de fibras y ganglios pares del cual parten tres pares de nervios dirigidos

hacia atras que recorren todo el cuerpo del trematodo.

La F. hepatica es hermafrodita y posee organos sexuales masculinos,
testiculos y cirro, como 6rganos sexuales femeninos, ovario. Si bien la
autofecundacion es obviamente posible, parece ser que la fertilizacion
cruzada es el modo mas comun de reproduccién sexual. Los dos testiculos
se disponen en la zona media posterior del cuerpo y se encuentran muy
ramificados®* de estos testicul os emergen dos conductos deferentes que
se unen formando la vesiculaseminal. Enlabolsade cirro, situadaen la
ventosa ventral, se encuentran la vesicula seminal posterior, una region
prostética media y un cirro anterior musculoso. Dicha bolsa se abre a
exterior a través de un delicado conducto precirral en e atrio genital,
situado frente ala ventosa ventral, en posicion pre acetabular.*®

Las glédndulas vitel 6genas presentan una gran ramificacion y contienen los
foliculos vitelinos que llenan la mayor parte de las porciones laterales del
cuerpo y convergen justo debajo de los testiculos, € ovario en forma

dendritica se halla situado en € lado derecho, frente a testiculo anterior,



existe un corto cana de Laurer, pero no existe receptaculo seminal. El
ootipo, que no es funcional, se encuentra en la linea media, detras del
ovario y esta rodeado por una masa esférica de glandulas de Mehlis, €
Utero es relativamente corto y describe una trayectoria tortuosa entre €l
ootipo y € poro genital, en € que se abre & conducto precirral,*® los
diversos componentes del huevo fértil se relinen en el segmento proximal
del Utero. La cubierta de los huevos del parasito, procede
fundamentalmente de los granulos contenidos en las denominadas células
vitelinas; dichas células albergan dos componentes necesarios para la
esclerotizacion de la cubierta, los polifenolesyy las proteinas que dan lugar

ala esclerotina. % 4

Las glandulas de Melis en la formacion de la cubierta del huevo son
secundarias, siendo su principal funcién la de secretar un liquido que
aumenta |a actividad de los espermatozoides,*® los huevos de F. hepatica
son operculados, ovoides, amarillos y no embrionados en e momento de
la puesta. Suelen medir entre 130 y 150 um de largo por 63/90 um de
ancho, estando relacionadas sus dimensiones con la especie del hospedero

definitivo que aloje a parasito.*®



Fig. 1. Morfologia basica de un adulto de F. hepatica.

Fuente: WWW. BIODIDAC.

2.2.3. Ciclo biolégico

El ciclo biolégico de laF. hepatica es diheteroxeno, es decir, alterna entre
un hospedero intermediario (respecto al cual presenta una alta especificidad
de tipo estenoxeno) y un hospedador definitivo (respecto a cua no es tan
especifico) (Fig. 2). El hospedero intermediario es un Invertebrado
(Molusco Gasteropodo) y € hospedero definitivo es un Mamifero.” 3y 4
Como hospederos definitivos podemos encontrar a diferentes especies, pero

es més frecuente esta parasitacion en €l ganado ovino, vacuno y caprino.

Los huevos son emitidos sin embrionar por e parésito adulto dentro del
hospedero definitivo y son excretados con las heces a medio externo, €
parésito sigue un ciclo acuatico debido a la necesidad del agua para la
maduracion de los huevos. Si las condiciones climéticas son favorables, la
temperatura y la humedad,® 3 3% 51 ¥ 52 |05 huevos embrionan y
transcurridos unos dias eclosionan dando lugar a un embrién ciliado o
miracidio. En el caso de que las condiciones no sean favorables, los huevos
pueden permanecer viables en las heces durante varios meses a condicion
de que estas permanezcan himedas, parece ser que el principal estimulo que



desencadena el mecanismo de eclosion del huevo es la luz.>t Y > La
estimulacion del miracidio por laluz hace que se altere la permeabilidad de
la membrana,®® lo que provoca un aumento de la presion osmotica interna
que impulsa la apertura del opérculo y, por tanto, la consiguiente salida del
miracidio a exterior, otros autores > % aventuran por la existencia de una
enzima proteolitica que participa en € proceso de eclosién. Una vez €
miracidio en el exterior, este nada de forma activa gracias a sus cilios es
guiado por fototropismo positivo hacialos habitats anfibios donde viven los

caracol es que actlian como hospedero intermediario.

En Europay en e Norte de Africala especie principalmente involucrada es
G. truncatula al igual que en las zonas de endemiaestudiadas.®’ El miracidio
entra en contacto con el caracol en un tiempo maximo de ocho horas. Los
gue no han podido penetrar en un caracol idoneo mueren alas 24 horas de
haber salido al exterior.® El contacto y la union del miracidio a caracol
parece estar inducido por € mucus del molusco, penetrando a través del
epitelio del Gasterépodo, preferentemente a nivel de manto, pie y
tentaculos.*® Lametamorfosisal siguiente estadio larvario tienelugar in situ
y es denominado esporocisto, siendo eiptico y sacular,> en € interior del
esporocisto ya maduro se forman las bolas germinales que darén lugar alas
redias, siguiente estadio larvario.

Dentro del molusco va a ocurrir una sucesion de varias generaciones de
redias. Estudios realizados a respecto indican la existencia de hasta cuatro
generaciones de redias, siendo las tres primeras bipotenciales. rediogenas y
cercariogena (con capacidad de produccion de redias y cercarias
respectivamente) y la cuarta generacién unipotencial cercariogena. Las
cercarias son emitidas a agua por € caracol mediante un fenédmeno pasivo,

no pareciendo existir ritmos de emision cercariana.

La cercaria es de tipo gymnocéfalo, cuerpo globoso, colalargay fina. Las
cercarias maduras nadan en €l agua por muy poco tiempo (una hora
aproximadamente) hasta ponerse en contacto con un substrato inerte donde
sefijan, pierden lacolay se enquistan,® transformandose en metacercarias.

Las metacercarias enquistadas son muy resistentes y presentan un amplio



margen de supervivencia en ambientes himedos, siendo destruidas por €
calor excesivo o por ladeshidratacion. Algunas metacercarias no se fijan a
sustrato y presentan un collar que rodea a quistey que les permite flotar en

la superficie del agua, son las denominadas “metacercarias flotantes.” 6!

El hospedero definitivo se infecta a ingerir las metacercarias. Una
proporcion de las metacercarias muere en e tracto gastrointestina y un
nimero relativamente escaso logra desarrollarse, aproximadamente una
hora después de la ingestion, las metacercarias se desenquistan dentro del
intestino delgado, € verme resultante atraviesala pared intestinal y através
de la cavidad abdominal, alcanza el higado alos seis dias mas o menos, las
juvenilesmigran durante 5 0 6 dias, alimentandose del parénguima hepatico,
hasta finamente llegar alaluz de los conductos biliares, donde alcanzan, su
madurez sexual, y por consiguiente, la capacidad de producir y emitir

huevos.>®

La aimentacion del adulto depende de su localizacion, ingiriendo células
hepaticas y sangre de forma preferente. Ocasionalmente, se encuentran
focos ectopicos de localizacion del trematodo en pulmén, misculo, 0jo,
cerebro o incluso, en hembras prefiadas de bovinos, han Ilegado a alcanzar
el feto. El periodo prepatente dura alrededor de 2 meses en ganado ovino y
vacuno,’ e ciclo completo presenta una duracion aproximada entre 14 y 23

semanas.??

En los seres humanos es necesario un periodo de 3 a4 meses para que los
adultos del trematodo maduren sexual mente,®® debido a que muchos de los
juveniles mueren antes dellegar alos conductos biliares quedando atrapados
en e parénquima hepatico, € humano no es considerado como un buen
hospedero definitivo.%* Sin embargo, se ha demostrado que en zonas de
hiperendemia € parasito se ha adaptado mejor a ser humano como

hospedero definitivo.®®
2.2.4. Patologia

En animales, latasa de mortalidad es inversamente proporcional a nimero
de trematodos presentes en € higado. La penetracion de la pared intestinal,



concretamente las paredes del duodeno y yeyuno, por la meta cercarias
puede causar hemorragia e inflamacion local, aunque estas |esiones pueden
no ser evidentes de forma clinica. Sin embargo, los principales efectos
perniciosos son causados por la migracion del parasito a través del
parénquima hepético que puede durar de 4 a 6 semanas 0 incluso mas
tiempo. Los parasitos digieren € tgido hepético causando destruccion
masiva del parénguima, con graves lesiones hemorragicas y reacciones
inmunologicas e inflamatorias por parte del hospedero. Las sendas
migratorias pueden observarse mediante cortes histologicos. A veces los
parésitos que se encuentran en migracion pueden morir, degando las
cavidades llenas de desechos necréticos, que cuando son reparadas son
sustituidas por tejido cicatrizado.®® Los trematodos pueden alcanzar los

conductos biliares donde pueden permanecer hasta varios afos.

En humanos, existe muy poca informacién disponible sobre casos de
mortalidad a causa de fasciolosis ya que ocurre con muy poca frecuencia.”
67 La patogénesis de la fasciolosis depende esencialmente del nimero de

trematodos que penetran la pared intestinal e invaden el higado.
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Fig. 2. Ciclo bioldgico de F. hepatica.
Fuente:www. CDC/dpdx.

En e humano, una vez que los parésitos han acanzado los conductos
biliares los efectos patdgenos disminuyen, aungue puede existir fibrosis
como consecuencia de la inflamacion, engrosamiento y dilatacion de los
canaliculos, asi como pérdida de sangre en la bilis.® Tanto en las
infecciones de los animales como en humanos, la anemia es uno de los
sintomas més caracteristicos, especialmente en infecciones graves.® ° La
pérdida de sangre en hilis parece ser un importante factor que contribuye a

una anemia severa aunque no es el Gnico.”*

Los trematodos juveniles pueden desviarse durante la migracion,
invadiendo otros érganos y causando lo que se conoce como fasciolosis
ectépica. En € ganado, es frecuente encontrar a F. hepatica en los
pulmones.”> ? En & ser humano, las lesiones ectdpicas més frecuentes
ocurren en € tracto gastrointestinal .5 ™ Otras |ocalizaciones ectOpicas han

sido encontradas en tejido subcuténeo;”™ ® corazdn, vasos sanguineos,



pulmones y cavidad pleural;”” cerebro;”® orbita ocular;’® " pared
abdominal;® apéndice;®! pancreas® & nodulos inguinaes;® nddulos
cervicales® muisculo esquelético;® y epididimo.®® Estos trematodos
ectdpicos nunca llegan a madurar. Los principales efectos patol 6gicos en
estos casos de |esiones ectdpicas debido a las migraciones causando dafios
tisulares con inflamacion y fibrosis. Los parasitos pueden calcificarse o

integrarse en ¢ tejido en forma de granuloma.®®

2.2.5. Clinica

Desde el punto devistaclinico, los periodos o fases que se pueden distinguir

son los siguientes:®’

El periodo de incubacion, varia considerablemente dependiendo del
nimero de metacercariasingeridasy delarespuestainmune del hospedador.
En humanos, € periodo de incubacion todavia no esta determinado con
precision, describiéndose unos pocos dias, 6 semanas, de 2 a 3 meses, 0

incluso 6 meses.” 8

L a fase aguda, la sintomatologia se debe principamente a la destruccion
mecanica de tgjido hepético y peritoneo abdominal provocado por la
migracion larvaria causando reacciones toxicas y aérgicas localizadas o
generalizadas,® finalizando en 2-4 meses. Sin embargo, en &reas endémicas
de fasciolosis humana de forma frecuente ocurren reinfecciones y las
lesiones agudas se superponen sobre la enfermedad cronica. De este modo,
la fase aguda puede ser prolongada y superponerse sobre las fases
obstructiva o latente. Los principales sintomas y signos de esta fase son
fiebre, dolor abdominal, molestias gastrointestinales, urticaria y sintomas

respiratorios.

El primer sintoma normamente es la fiebre, usualmente baja 0 moderada,
aunque a veces llegaa 40° C, y en casos de infecciones graves hasta 42° C;
puede tratarse de fiebres remitentes, intermitentes o irregulares con altas

temperaturas por la tarde.” Entre las molestias gastrointestinales, nos



encontramos de forma comun pérdida de apetito, gases, nduseas y diarrea,
mientras que son menos frecuentes vomitos y estrefiimiento. Laurticariaes
un hecho distintivo en lafase tempranade lainvasion del trematodo y puede
ser acompafiada de atagues de asma bronquia.” 8 En la fase aguda,
podemos encontrar los siguientes signos en la exploracion fisica:
hepatomegalia y esplenomegalia, ascitis, anemia, problemas respiratorios e
ictericia.” Las molestias respiratorias probablemente se deben alamigracion
de las formas jovenes del trematodo, que ocasiona irritacion pleural con
efusion, neumotoérax e infiltrado parenquimatoso que recuerda el sindrome
de Loeffler.8

La fase latente, puede durar meses o afios. La proporcion de personas
asintomaticas gque se encuentran en esta fase es desconocida. A menudo se
descubren casos durante | as encuestas familiares después de diagnosticar un
paciente.8 © Y %1 Una inexplicada y prominente eosinofilia puede ser
sugerente de infeccion helmintica® Algunas personas pueden tener
problemas gastrointestinales o una o més recaidas de sintomas agudos

durante esta fase.%®

L afaseobstructiva o cronica, puede desarrollarse después de meses o afios
de infeccion. Los trematodos adultos en los conductos biliares causan
inflamacion e hiperplasia de los epitelios. Como resultado de esa
hiperplasia, se produce engrosamiento y dilatacion de los conductosy delas
paredes de lavesiculabiliar. Lacolangitisy colecigtitis, combinadas con el
tamano de los trematodos, son suficientes para provocar la obstruccién
mecanica del conducto biliar. Las manifestaciones clinicas que ocurren en
esta fase son: cdlicos hiliares, dolores epigastricos, intoleranciaala comida
grasa, nauseas, ictericia, prurito, etc. Estas manifestaciones no son
distinguibles s setratade unacolangitis, colecistitiso colelitiasis provocada
por otras causas o es por una infeccion de F. hepatica, € agrandamiento
hepético puede estar relacionado con el aumento del bazo o con la ascitis.®

Los conductos hepaticos estan normal mente distendidos y engrosados. En
humanos, €l lugar més frecuente de obstruccion es el conducto biliar.®® Si se

produce la obstruccion, la vesicula biliar se encuentra aumentada y



edematosa con engrosamientos de la pared, es frecuente que se produzca
litiasis de los conductos biliares o de la vesicula. Las piedras suelen ser
pequefias y numerosas.” Y % Tanto los conductos biliares como lavesicula
pueden contener sangre mezclada con bilis (hemobilia), coagul os de sangre
y tapones fibrinosos. El diagndstico puede ser confirmado por |aparotomia
a encontrar los trematodos en los conductos o en la vesicula biliar,
comUnmente asociados a colangitis o coldlitiasis,” las complicaciones que
podemos encontrar son hemorragias y cirrosis biliar, las cuales pueden ser
las principales causas de muerte. Sin embargo, la muerte es rara en esta

infeccion.’

2.2.6. Epidemiologia

La presencia de F. hepatica en una zona depende fundamentalmente de
factores como la presencia de los moluscos gasteropodos Lymnaea que se
desenvuelve como hospederos intermediarios, que a ser anfibios prefieren
el barro en vez del agua libre y corriente, de ahi que se han localizados en
suelos arcillosos 0 ricos en materia organica. La temperatura es
indispensable para e desarrollo y multiplicacion del caracol y para la
evolucion de los huevos de Fasciola. Otro factor de importancia es la
introduccion de animales infectados con F. hepatica a zonas que relinen las
condiciones para e establecimiento del ciclo evolutivo completo, por 1o
tanto, es necesario hacer un diagnéstico adecuado, previo alaintroduccion
de animales provenientes de zonas contaminadas, e incluso se debe
recomendar no suministrar pastos de corte provenientes de esos lugares
debido a la alta probabilidad que esté contaminado con metacercarias

enquistadas.®



2.2.7. Prevalencia

Relacion que mide la fuerza con que permanece la enfermedad en una
poblacion. Es la relacion entre e numero de casos conocidos de una
enfermedad dada y la poblacion en riesgo de padecerla. En el Pert se han
estimado grandes pérdidas econdmicas a causa de la mortalidad,
disminucion de la produccion de leche, carne, lana, abortos 'y al decomiso
de visceras infectadas; 10 que permite colocar a la fasciolosis como la
segunda enfermedad parasitaria econdmicamente importante en la
ganaderianacional. Se calculan pérdidasde 10.5 millonesdeddlaresal afio,
cifraque representa el 39.5 % de las pérdidas por parasitismoy € 15 % del
total de pérdidas por todo concepto; esto sinincluir |os gastos de tratamiento
y asesoriatécnica.® Las especies ganaderas af ectadas de mayor importancia
en €l pais son los bovinos y ovinos, los cuales se crian sobre todo en forma
extensiva en la sierra. Estas especies presentan prevalencias del 20 a 100

%, siendo mayor en Junin, Cajamarca, Cuzco y Ayacucho.®

Existen evidencias que la prevalencia de Fasciolosis hepética en paises del
tropico se acrecienta después de varios meses de sequia, quizés debido ala
gran afluencia de los animales arededor de los bebederos naturales, y que
constituyen asu vez un magnifico hébitat paralos caracoles, garantizandose
de esta manera la infeccion de estos y una ata concentracion de
metacercarias disponibles para los bovinos.® La Fasciolosis constituye
también un problema de salud publica en € pais, puesto que ha adquirido
niveles alarmantes en ciertas zonas enzodticas delasierra. Se sefiada cifras
de Fasciolosis humana en € valle del Mantaro y Cajamarca que van desde
15.6 % en nifios y 13.2 % en adultos que viven en comunidades

campesinas.® ¥’
2.3. Importancia economicay problematica de salud publica de la Fasciolosis

Existe un importante impacto econdémico asociado alas infecciones causadas por
trematodos a través del consumo de alimentos, entre las que nos encontramos las
producidas por las especies de Fasciola. Los costos podrian ser estimados en
términos de ausentismo, hospitalizacién, tratamientos, incapacidad y pérdidas



econdmicas agricolas.® El costo directo para los sistemas de salud de los paises
en desarrollo es enorme, los @ tratamientos (que a menudo se repiten a causa de
las reinfecciones por trematodos) es una carga para los paises endémicos, asi
mismo la fasciolosis hepéticas se asocia a infecciones bacterianas cronicas,

ademés de la presencia de anemia, colangitis, litiasis y focos ectopicos.*®

Las pérdidas asociadas con la Fasciolosis aguda, especialmente entre animales,
incluyen una reduccién en la produccion de leche y en la calidad de la misma,
disminucion en la produccion de lana y una menor ganancia de peso en la
produccion de carne entre los principales efectos perniciosos. En Africa %
estudiaron la importancia econdémica de las pérdidas causadas por la Fasciolosis
bovinaen Kenia. Se calculé la prevaencia de la Fasciolosis como € nimero de
ganado infectado por Fasciola y se expresd como un porcentgje del nimero total
de gemplares sacrificados. Usando €l peso medio y €l precio de mercado del
higado bovino, las pérdidas econdmicas ocurridas en una década ascendian a 2,6
millones de US $, (100) calcularon que la significancia econémica debido a la

fasciolosis en Kenia ascendia a unas pérdidas de 54, 5 millonesde US $.

En Europa,*™*

estimaron las pérdidas debidas a la Fasciolosis bovina en Suiza
donde la prevaencia de infeccion por F. hepética en el ganado se encontraba por
encima del 16%, lo que hacen estos autores es un estudio en profundidad de la
literatura existente respecto a este tema estimando gue | as pérdidas econdémicas se
sitan en 52 millones de francos suizos (CHF), lo que representa una pérdida
promedio de 299 CHF por animal infectado. Las principales pérdidas ocurren por
unareduccion en lafertilidad y en la produccién de leche; otras pérdidas menores
son a causa de la disminucion en la produccion de carne y en @ decomiso de

higados.

En relacion ala salud publica, la Fasciolosis humana era considerada como una
zoonosis secundaria, con poco mas de 2000 casos encontrados en e periodo de
1970 a1990.” Este hecho provoco que esta Fasciol osis seincluyeraen e grupo de
enfermedades olvidadas o huérfanas. Sin embargo, la situacién cambio cuando la
OMS comenzol a sospechar que podria ser mas frecuente de lo que se creia,
relanzando nuevas actividades de investigacion para conocer hacia donde

avanzaba la enfermedad.?



2.4.

Se calcula que € nimero de personas con Fasciolosis asciende a 2,4 millones.®
Sin embargo como lainfeccion puede ser asintométicay tanto |os signos como los
sintomas no son patognomonicos, € ndmero actual de casos humanos es
indudablemente mucho mayor,” en estudios posteriores se estima que la cifraes
bastante més elevada, encontrandose 91,1 millones de personas en riesgo de

infeccion por Fasciola spp.%?

Areas endémicas humanas

Se recuerda que aun hoy las enfermedades tropicales olvidadas (NTDs) siguen
siendo las infecciones mas comunes de las personas pobres que habitan en
América Latinay laregion del Caribe (LAC).1® La Fasciolosis humana sigue
siendo una importante zoonosis asociada a la ganaderia en e Altiplano andino,
104y105 g igual que en diferentes partes del Caribe, incluyendo Cuba, Republica
Dominicanay Haiti.’% 197 |a epidemiologia de |as principal es éreas endémicas

humanas, fueron descrita por Mas Coma.®’

Los paises que presentan los principales problemas de salud relacionados con la
Fasciolosis, incluyendo éreas endémicas humanas son | os paises andinos (Bolivia,
Per(i, Chile y Ecuador), |as éreas caribefias (Cuba), € norte de Africa (Egipto),
oeste de Europa (Portugal, Francia 'y Espaiia) y €l area del Caspio (Iran y paises
vecinos).? Un hecho a resaltar es que las dtas prevalencias encontradas en
humanos no necesariamente estan relacionadas con las altas prevalencias en
ganaderia. En Sudamérica son bien conocidas las principales éareas
hiperendémicas humanas del Altiplano en Bolivia 1% y del Altiplano Peruano,
valle de Cajamarca 15%,® y valle Mantaro en Per(3.12 1
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Fig. 3. Cajamar ca zona endémica en F. hepatica.
Fuente: Mas-Comaet al., 1999.

Como se menciond en la introduccion, se trata de zonas en las que se han
encontrado las mayores prevalencias humanas. En Cuba, mas de 10,000 personas
estaban infectadas entre 1947- 1948,11° en 1983 un brote de la enfermedad afecto
a més de 1000 sujetos, 't 13 detectandose otro brote en 1995 afectando a 81

sujetos,''* se siguen diagnosticando pacientes. !

Francia es considerada unaimportante area endémica humana.*® La primeragran
epidemia humana de Fasciolosis ocurrio en 1956 117 y entre 1950 y 1983, fueron
descritos 3297 casos.!'® Lamayoriadelos casos seinformé en las &reas de Lyon,
Bretana, Norte de Calais, y en e sudoeste de Francia, hacen referenciaamés de
300 casos.M®  El estudio de Danis1985, que informa de 5863 casos de humanos
registrados de 9 hospitales entre 1970 y 1982. Laisla de Corcega mantiene una
baja hipo endemia.'*® En Portugal, descrita como zona endémica la parte norte

del pais ?* informaron 1011 casos diagnosticados en Porto entre 1970 y 1992, en



2.5.

Espafia, |a Fasciolosis humana parece estar subestimada y esta distribuida por €
norte.1?? Ademés, casos importados se da en |os autéctonos.*?3

En Africa, han sido hallados numerosos casos humanos en muchos distritos de
Egipto.> 2 Las estimaciones inicia es de 830,000 sujetos afectados en la region
del deltadel Nilo*?® seguramente subestiman lasituacion real si setiene en cuenta

|as altas preval encias encontradas en las poblaciones, del 18 % al 19 %.°

En Oriente Medio Iran, los casos humanos se concentran mayoritariamente en
Gilan, en e Mar Caspio, donde han acontecido varias epidemias importantes,
incluyendo miles de casos humanos, desde e final de los 80 y durante los 90.1%
128 En Mazandran, la Fasciolosis ha demostrado ser un serio problema de salud
publica.'® Ladeteccion del 1,8% de prevalencia humana en un pueblo en € este
de Turquia ** sugiere que la zona endémica pueda extenderse alrededor del mar
Caspio. En Asiaoriental, en Japon y Corea son esporadicos, pero datos recientes
de Vietnam son preocupantes.’® Més de 500 casos de Fasciolosis humana han
sido diagnosticados entre el afio 1997 y 2009.132

Control dela Fasciolosis con Bencimidazoles

Es natural pensar que debe haber diversos métodos para convatir una enfermedad
parasitaria, bien sea de interés econdmico o zondtico. La necesidad de controlar
estas parasitosis se ha desarrollo numerosas moléculas con actividad
antihelmintica, como los Imidotiazoles, Tetrahidropirimidinas, Benzoimidazoles
y Probenzoimidazoles, los cuales se han utilizado con éxito, tanto en medicina
humana como en veterinaria, de todos estos antiparasitarios, |0os Benzimidazoles
(BZD) son uno de los grupos con mayor espectro de actividad, con una elevada
efectividad y seguridad.

Estos farmacos son polvos blancos cristalinos, con puntos de fusion ligeramente
atos, bgja solubilidad en agua, ata solubilidad en medio organico, y con
naturaleza anfotérica. Los BZD presentan una estructura biciclica compuesta por
un anillo de benceno que se fusiona en las posiciones 4 y 5 de un anillo

imidazdlico formando e anillo benzimidazdlico.’®® Los distintos BZD difieren



en los sustituyentes que se encuentran en la posicion 2 y 5 de anillo
Benzoimidazol. De acuerdo con estos sustituyentes, los BZD antihelminticos se

pueden clasificar en:

1. Meilcarbamatos: Albendazol, Albendazol sulfoxido, Parabendazol,
Mebendazol, Flubendazol, Ciclobendazol, Oxibendazol, Luxabendazol,
Febendazol y Oxfendazol.

2. Tiazolicos: Tiabendazol, Cambendazol.
3. Tiol halogenado: Triclabendazol.

Su baja solubilidad en €l agua es la principal limitacién para su formulacion, lo
gue 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,
gue presentan una mayor solubilidad en agua, y su actividad depende de su
conversion en € organismo a un BZD metilcarbamato o etilcarbamato.34

En general se administran por viaoral 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
poligéstricos se realiza con la administracion de una dosis Unica, mientras que €l
de los monogastricos se redliza en pautas de dosificacion mdiltiple y
frecuentemente se preparan piensos medicados. Posteriormente estos son
absorbidos mayoritariamente a nivel del abomaso y del intestino delgado. En
rumiantes esta absorcién es més lenta que en los monogéstricos. Este retraso
puede ser causado por |as diferencias existentes en la velocidad de disolucién del
farmaco, debidas alas caracteristicas morfofisiol 6gicas del tracto gastrointestinal

entre estos dos tipos de animales.

Unavez absorbidos, los BZD llegan alacirculacién donde presentan un grado de
unién alas proteinas plasmaticas superior a 50 %, con un volumen de distribucion
relativamente alto**, 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.?® Algunos, también son
metabolizados en € tracto gastrointestinal.'3* 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 sulfato conjugados,
incrementando su polaridad estos BZD y sus metabolitos son excretados por via
biliar y urinaria.

Estos farmacos presentan una buena actividad antihel mintica frente a nematodos,
céstodos y trematodos, gracias a su capacidad parainhibir lapolimerizacion de la
tubulina durante la mitosis. También presentan un efecto inhibidor del
metabolismo energético de los parasitos.'® Han demostrado ser eficaces contra
formas adultasy larvas de nematodos, céstodosy tremétodos. También se havisto

gue presentan en muchos casos una cierta accion ovicida.

Todos los BZD poseen una actividad antihelmintica similar, pero presentan
diferencias en la potenciay en € espectro de accion frente alos diferentes grupos
de parésitos. Probablemente estas variaciones en € efecto antihelmintico sean
debidas adiferencias en la disponibilidad del farmaco en €l organismo y por tanto

asu concentracion en e lugar de accion. '

La seguridad de estos farmacos cuando son administrados a los animales es
generamente elevada. Su bgja solubilidad y €l hecho de que se administran por
via oral hacen dificil € estudio de la toxicidad aguda cuando son administrados
por laviarecomendada. Sin embargo, cuando se administran por viaoral durante
el primer tercio de gestacion pueden desarrollar toxicidad embrionaria,
posi blemente derivada de su capacidad de unidn alatubulina durante € desarrollo
embrionario.’® Esta toxicidad puede llegar a provocar malformaciones
congeénitas, 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 carécter leve, aopecia reversible, aumento de

las transaminasas del suero, proteinuriay neutropenia.t*’

2.5.1. El tratamiento con Triclabendazol

El Triclabendazol (TCBZ), es un antiparasitario activo contra F. hepatica,
juveniles como adultos pertenece a la familia de los Benzimidazoles, los

cuales se caracterizan por su amplio espectro de actividad y un margen



grande de seguridad, y con una altaeficacia.’*® Tiene unaestructurainusual
para un Benzimidazol ya que contiene un anillo clorado benzeno, y no tiene
el grupo carbamato benzimidazol.** También tiene una actividad inusual,
ya que a diferencia de otros Benzimidazol es |os cuales muestran solamente
una actividad parcia contra Fasciola, la eficacia de TCBZ parece estar
restringida a F. hepatica, F. gigantica y Fascioloides magna. No tiene
efectividad contra nematodos, céstodos y contra otros trematodos,
incluyendo Dicrocoelium dendriticum, Schistosoma mansoni Yy
Par amphistomum spp.?> %0 Es un fasciolicidaimportante porque tiene una
altaeficacia contra F. hepatica.®

DelosBZD actuamente comercializados, el TCBZ esel que mayor eficacia
antiparasitaria presente. Parte de su eficacia es atribuida a la accion de su
metabolito TCBZ sulfoxido (TCBZ.SO), que presenta una actividad contra
F. hepatica. Recientes estudios han demostrado que esta molécula presenta
una buena actividad anti fasciolicida, pero a igua que otros BZD tiene
capacidad de causar trastornos durante el desarrollo embrionario.!*> 142 La
molécula de TCBZ presenta en su estructura quimica un centro asimétrico
quiral en la posicién del &omo de Cl, dando lugar a la existencia de dos
enantiomeros, € positivo (+) TCBZ.SO y € negativo (-) TCBZ.SO2 en
funcion de su actividad optica (Fig. 5).

2.5.2. Caracteristicas fisicoquimicas

Las caracteristicas fisicoquimicas, es polvo cristalino de color blanco a
ligeramente beige, insoluble en agua, soluble en metanol y etanol, soluble
en grado variable en otros solventes organicos, punto de fusion entre 175y
176° C. Pérdida por secado, no més del 1%. Residuos por ignicién, no mas
del 0,5%.

Denominacion Quimica. 5- cloro- 6-(2,3, diclorofenoxi)-2-metil-tiol- |H;

Benzimidazole.

Formula Quimica. C14 H9 Cl N2 OS.



2.5.3.

Formula Geométrica.
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El TCBZ, es uno de los compuestos quimicos de mayor uso y eficacia para
el tratamiento de F. hepatica, gerce un efecto fasciolicida, eliminando

fasciolas jovenes como adultas. '

M ecanismo de Accion del TCBZ

TCBZ; 6 —cloro-5- (2,3 - diclorofenoxi) — 2 — metil - tiobenzimidazol) es
altamente efectivo para el tratamiento de las formas juveniles como adultas
de F. hepatica y Fasciola gigantica en todas |as especies derumiantesy el
ser humano,*** similar ha otros BZD, tras su administracion por via oral o
intrarruminal en bovinos y ovinos TCBZ se oxida extensamente a sus
correspondientes metabolitos; TCBZ.SO y TCBZ.SO2 por accion de las
enzimas hepédticas la flavin monooxigenazay e Citocromo P-450,%* por lo
gue no es posible detectar el TCBZ enlacirculacion general. Sumetabolito,
TCBZ.SO esactivo, siendo este e responsable de laactividad fasciolicida,?
a diferencia de otros BZD que solamente gjercen su accién uniéndose a la
B-tubulina de los parésitos, TCBZ, mediante su metabolito TCBZ.SO
también actla interfiriendo reacciones enziméticas que involucran nucleos
purinas produciendo ladisrupcién de lasintesis de adenosin trifosfato (ATP)
dando como resultado la muerte del parésito,*® (Fig. 5).

Este mecanismo de accion determinaquelaactividad de TCBZ y TCBZ.SO
esté condicionada por el tiempo durante el cual |os parasitos estan expuestos

alos principios activos,4

por lo que €l éxito de la terapéutica radica en €l
mantenimiento de concentraciones efectivas de TCBZ y TCBZ.SO en €l
sitio de localizacion de laF. hepatica por tanto tiempo como sea posible, en

este sentido juega un importante papel € rumen que actlia como un sistema



biolégico de liberacién sostenida del TCBZ hacia € tracto digestivo
posterior en donde es absorbido el TCBZ.SO se une en un 90-95 % a la
albtimina plasmética 22 por la que presenta una afinidad especificay mayor
que la reportada para otros agentes BZD cuyo porcentge de union a

proteinas plasméticas no supera el 50%.%2

2.5.4. Inhibiciéon del metabolismo ener gético

El TCBZ, inhibe & metabolismo energético de la F. hepatica gracias a su
capacidad de actuar sobre los sistemas enziméticos y sobre la captacion de
sus fuentes energéticas, esta interferencia provoca una disminucién en la
disponibilidad de la energia necesariapara e funcionamiento normal delos
organos vitales de F. hepatica, 1o cual conduce a un agotamiento de sus
fuentes energéticas provocando su muerte por accion del metabolito activo
TCBZ.S0.¥

Estudios realizados han establecido que TCBZ, mata a la gran mayoria de
las fasciolas juveniles en e ganado ovino en un plazo de 3 diasy todasalos
4 dias posteriores al tratamiento. El nivel de las alteraciones que provoca
en la superficie de las fasciolas se intensifica con € paso de las horas, y
culmina con la pérdida total del sincitio tegumentario y lesiones mas
profundas en lalaminabasal. Se piensa que lainterrupcion de los procesos
de transporte en el tegumento lleva a un intenso dafio progresivo de la
superficie tegumentaria, o que conlleva finalmente a la pérdida total del

tegumento. 4

2.5.5. Inhibicién dela polimerizacion dela tubulina

En el caso de BZD el mecanismo de accion més estudiado en [os helmintos
es la despolimerizacién de los microtubul os (Mt) aunque dicho mecanismo
en F. hepaticaaln no ha sido resuelto completamente existiendo
probablemente algun otro fendmeno que podria explicar e porqué de su

accion sobre el trematodo siendo ineficaz sobre otros hel mintos parésitos.*#



En los Ultimos afos se ha avanzado con respecto ala ubicacion delos Mty
alavariedad defunciones querealizan dentro de las cdlulas de los diferentes
helmintos. En adultos de F. hepatica se ha determinado que sus Mt estan
involucrados en varios procesos dentro del parasito. Los Mt estan formados
por tubulinas que se ensamblan como heterodimero de dos subunidades
globulares unidas (a y B tubulina) con un peso molecular de 50-55 Kd cada
una. Hasta € presente, a partir de su estudio en cerebro de mamifero han
sido identificadas diferentes isoformas para cada subunidad siendo algunas
de ellas producto de diferentes genes, adicionalmente otras isoformas son la
consecuencia de modificaciones postraduccionales tales como la
detirosinacion que ocurre sobre o tubulina, siendo esta modificacion la que
mas atencion ha recibido en los Ultimos afios debido a la particularidad de
realizarse con laparticipacion de dos enzimas altamente especificas. A pesar
de que dichamaodificacién postraduccional yafue descritaen varias especies
algladas entre si en la escala zool 6gica, hasta €l presente se desconoce si

en F. hepatica se manifiesta dicho isotipo.

En F. hepatica, ya ha sido descrita la presencia de los Mt en €l sinscicio y
en los cuerpos celulares del tegumento y sus conexiones con la superficie
del sinscicio en consecuencia, deberia esperarse que F. hepatica fuera
susceptible a efecto antiparasitario de la mayoria de los BZD,
antihelminticos pero solo a TCBZ, y otras drogas benzimidazdlicas son
relativamente inactivas contra esta especie de parésitos; sugiriendo que la
tubulinaen F. hepatica puede ser diferente en algunos aspectos ala que se

encuentra presente en céstodes y nematodes. 4

2.5.6. Actividad Fasciolicida

Losresultadosdel tratamiento con TCBZ, utilizado en lapracticaveterinaria
desde 1983 y en los seres humanos desde 1989, indican que es un farmaco
deeleccion contraF. hepatica. Su actividad esatafrente aparasitos adultos
localizados en los conductos biliares, pero también contra los estadios

juveniles que migran haciael higado, desde las 2 a 4 primeras semanas post



infeccion. La entrada de un farmaco en € parésito puede depender
principalmente en la superficie de difusion, la gradiente de la concentracién
a través de la membrana, la relacion pH/pK y lipofilia de la molécula.l’
TCBZ es e maés potente fasciolisida compuesto, aungue en el organismo
vivo transtegumental difusiéon en adulto de F. hepatica mostré ser
significativamente baja que la observada para e abendazol .18

Ensayos de difusion de drogas (5 nmol ml-1) son necesarias para detectar
por cromatografia productos metabdlicos de TCBZ. De hecho, lapresencia
defasciolasincubados con concentraciones de TCBZ.SO tan atas como 140
nmol ovemicida se ha divulgado recientemente.’™ Alternativamente otros
relacionados con TCBZ producto final que identificado hasta ahora, han
sido generados por los parasitos del higado sin ser detectados en las actuales
condiciones analiticas. Cuando se comparé la difusion transtegumental de
todas las moléculas que se ensayaron en cada tiempo de incubacién, €
acceso de los derivados hidroxilados al parasito tiende a ser més bgjaque la
de TCBZ, TCBZ.SO y TCBZ.SO2, a pesar de la diferencia no alcanza
significacién estadistica. Sin embargo, estimacion de la cantidad total de la
droga recuperada en € parasito como ABC demostrd a los padres TCBZ
farmaco y sus metabolitos TCBZ.SO y TCBZ.SO2 tienen una significativa
mayor capacidad para penetrar en F. hepatica en comparacion con los
hidroxilados metabolitos.

L os estudios muestran que laprincipal viade adquisicion de antihelminticos
de amplio espectro a parasitos objetivo parece ser por difusion pasiva a
través de su superficie externa. La tasa de penetracion de un farmaco
principalmente depende en € coeficiente de particion lipido aguaintrinseca
de la molécula,” relacion pH/pK, tamafio molecular, gradiente de la
concentracion y la superficie de contacto entre € farmaco y parésito.
Solubilidad en lipidos es un factor importante determinacion de la
penetracion de la droga a través de la cuticula del nematodo, tegumento de

cestodos y trematodos. 1’ 15

Esto se correlaciona con la capacidad de la droga para acanzar fines

terapéuticos rel evantes concentraciones dentro del parasito blanco. TCBZ,



2.5.7.

TCBZ.SO y TCBZ.S02 son mas lipofilicos (mayor PC octanol-agua), por
lo tanto, més soluble en € caso la superficie de las membranas de los
parésitos helmintos, que son sus respectivos polares hidroxi-metabolitos
(bgjael PC octanol-agua). Tal fendmeno representalamayor disponibilidad
de las moléculas no hidroxilados dentro € parasito trematodo incubado,
confirmado por la elevada correlacion observadas entre transtegumental
difusion de moléculas relacionadas con € TCBZ en F. hepatica y drogas
lipofilica (expresado como log P). En un estudio en € organismo vivoy ex
vivo de TCBZ, y sus metabolitos en F. hepatica TCBZ.SO y TCBZ.S02
fueron los Unicos metabolitos detectados en plasma ovino con una
concentracion maxima (10,8 y 12,6 ug/ml respectivamente) alcanzadas alas

24 horas post tratamiento.*>?

Farmacocinética y Far macodinamica
25.7.1. Viasde administracion

El TCBZ se formula para su administracion por via ordl,
intrarruminal 0 subcutanea. Debido a la importancia del
metabolismo gastrointestinal en la disposicion y efectividad de los
BZD y asumalasolubilidad, laprincipal viaparalaadministracion
de TCBZ, eslaord o laintrarruminal.

En rumiantes jOvenes, laadministracion intrarruminal presentauna
mejor disposicion y eficaciaque laoral. Estas diferencias pueden
ser debidas a paso directo del farmaco hasta € abomaso, através
de la existencia de la gotera esofégica, acelerdndose € paso del
farmaco por €l tracto digestivo.

2.5.7.2. Absorciény distribucién

Como se ha descrito anteriormente, la via de administracion de
eleccion de TCBZ es generamente la via ora. Una vez



administrado este se disuelve en los fluidos gastrointestinales y es
absorbido hasta alcanzar la circulacion general.

El proceso de absorcion de TCBZ.SO involucrala disgregacion de
las particulas de TCBZ, ladisolucion delas mismas, €l pasgje lento
y sostenido de estos a sitio de absorcion, laoxidacion aTCBZ.SO,
posterior aTCBZ.SO2 en & higado y € pasgje de este a la
circulacion sistémica. En consecuencia, en lugar de hablar de un
estudio de absorcion lo més adecuado es hablar de la aplicacion de
un model o asociado a un proceso de orden cero para el estudio del
perfil de incremento de concentraciones plasmaticas de TCBZ.SO
y TCBZ.S02, aunque son demasiados procesos para ser explicados
simplemente por una constante de velocidad (k,0), esta se justifica
por €l hecho de ser la resultante de la liberacion de TCBZ, desde
el rumen en forma de una serie de pulsos que junto con los
fendmenos de biotransformacion presistémica dan como resultado
un perfil de absorcion asimilable a un ingreso a débito constante.
En este caso, € hecho mas importante es la evidencia del rumen
como un reservorio de farmaco que actia como un eficaz sistema
fisiologico de liberacion sostenida. Donde el tiempo en el cual se
producen las concentraciones plasmaticas inmediatas anteriores a
la fase de eliminacion como €l tiempo observado de duracion del
proceso de absorcion. Este tiempo es diferente en las especies

siendo mayor en bovinos (30 + 6,6 h) que en ovinos (22 £ 3,1 h).

En un estudio extravascular las diferencias halladas entre los
valores de Vd. pueden ser debidas tanto a diferencias entre; los
valores F, diferencias entre los volumenes de liquidos corporales,
diferencias en € patréon de distribucién del TCBZ.SO en los
liquidos y tejidos corporales de especies y diferencias entre
especies de la capacidad de TCBZ.SO.

No obstante, lo anterior, no se ha reportado diferencias

significativas entre las especies bovina y ovina en los valores de

pH entre plasmay los distintos segmentos del tubo digestivo como



2.5.7.3.

25.74.

para inferir un diferente patrén de distribucién de TCBZ.SO.
Iguamente TCBZ.SO presentadiferencias en su patron de difusion
a través de membranas bioldgicas en especies filogenéticamente
tan cercanas como en € caso de bovinos y ovinos es poco
sustentable. Se infiere que las diferencias halladas en los valores
de Vd. del TCBZ.SO podrian ser atribuidas a diferencias en los

vaoresde F.1%3

La distribucién en e ganado bovino y ovino tratados con dosis
orales de TCBZ, muestra periodos de eliminacién en 2 dias, estos
residuos son producidos en niveles més atos en el higado y rifién,
los nivel es mas baj os se encuentran en muscul o y grasa en periodos
de 28 dias constataron que residuos de similares podrian encontrase
en musculo, higado y rifion los marcadores de cada uno de los
metabolitos de TCBZ, de residuos en los tejidos de especies en
estudio no hasido reportado. Lamayoria de estudios sefialan en un

marcador total y no individual es.*>*

M etabolismo

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

M etabolismo gastrointestinal

El TCBZ, asi como los BZD son metabolizados en los fluidos
gastrointestinales y en los enterocitos.'® En rumiantes, & rumen

ademas de actuar como reservorio de los farmacos administrados



por viaoral, participaen su metabolismo, € hecho més importante
eslaevidenciadel rumen como un reservorio de farmaco que actlia
como un eficaz sistema fisiol 6gico de liberacién sostenida. Donde
el tiempo en & cua se producen las concentraciones plasméticas
inmediatas anteriores a la fase de eliminacion como e tiempo
observado de duracién del proceso de absorcion. No se han
reportado diferencias significativas entre las especies bovina y
ovinaen los valores de pH entre plasma y los distintos segmentos
del tubo digestivo como para inferir un diferente patron de
distribucion de TCBZ.SO. Iguamente TCBZ.SO2 presente
diferencias en su patrén de difusion a través de membranas
biol 6gicas en especies filogenéticamente tan cercanas como en €l

caso de bovinos y ovinos es poco sustentable. !>

En un estudio realizado en bovinos y ovinos, e comportamiento
farmacocinético de TCBZ.SO. Las curvas de fraccion de farmaco
remante en € sitio de absorcion aparente en funcion del tiempo
fueron construidas con & método de Wagner-Nelson,'* € cual es
un método modelo independiente. Estas curvas pusieron en
evidencia dos fendmenos asociados con laadministracion oral. En
primer lugar, los valores de | as fracciones remanentesen el sitio de
absorcién en funcion del tiempo decrecen en forma proporcional al
tiempo transcurrido desde la administracion, por 1o que en bovinos
y ovinos estas curvas pueden ser adecuadamente descritas

mediante una ecuacion de primer grado.

Algunos estudios han puesto de relieve la importancia del
metabolismo del BZSO en los fluidos gastrointestinales. Estos
autores observaron en estudios en €l laboratorio y en condiciones
anaerobias que cuando seincubaba el BZSO en los fluidos ruminal
e ilea de ovgas y temeros, éste era oxidado a BZSO2. Esta
capacidad metabdlicaded rumen también fue observada en estudios
en el laboratorioincubando ABZ (que se oxidabaa ABZSO). Estos
autores observaron gue los procesos de reduccion eran mas

eficientes que los de oxidacion y que los fluidos ruminales eran



maés eficientes quelos fluidosiledes. EstaUltimadiferenciapodria
ser debida al elevado potencia reductor que presentael rumen.’

2.6. Triclabendazol en humanos (Egaten tabletas/ 250 mg)

El TCBZ, en humanos se administra por via oral en Fasciolosis: F.hepatica, F.
gigantita y Paragonimiasis. Paragonimus westermani. Adultos. Fasciolosis, 10
mg/Kg una sola dosis, € tratamiento puede repetirse después de 2 semanas 6 6
meses s € tratamiento fuera necesario. La OMS recomienda 20 mg/Kg, 12 h
después de la Unica dosis, en casos severos y Paragonimiasis. 5 mg/Kg 1vez/dia
por 3 dias 0 10 mg/Kg en unadosis Unica.

La OMS recomienda 20 mg/K g/dia dividido en dos dosis en un solo dia. Dosis
maxima: 38 mg/Kg. Nifios, Fasciolosis: la dosis exacta no se ha establecido; se
sugiere: 10 mg/Kg dosis Unica.  En Paragonimiasis, la dosis exacta no se ha
establecido; se sugiere 10 mg/Kg dosis Unica. La OMS recomienda 20 mg/Kg

dividido en dos dosis en un solo dia.
2.6.1. Far macocinética

El Triclabendazol se absorbe en € TGl, este se incrementa después de los
dimentos, es oxidado a sulféxido (primer metabolito) y sulfona,
formandose en las primeras 24 h, se distribuye en elevada concentracion a
nivel de bilis e intestino, Cmax 8 h después de la administracion, 95% del
farmaco se excreta de formainalterada por las hecesy cercadel 2% anivel

renal 158

2.6.2. Precauciones
Embarazo: No hay estudios adecuados ni controlados en humanos.
Riesgo/beneficio.

Lactancia, menos del 1% de la dosis se distribuye en la leche materna.

Pediatria, no hay estudios adecuados ni controlados en humanos.



Riesgo/beneficio. Geriatriaz No hay estudios controlados en este grupo de

edad. Insuficiencia hepética, limitada informacion.
Insuficienciarenal: Limitadainformacion.

Reacciones adversas, generalmente es bien tolerado: Problemas
gastrointestinales, diarrea, dolor de estomago y cefalea.

Contraindicaciones:
Hipersensibilidad al triclabendazol.
Tratamiento de sobre dosis y de efectos adversos graves, no reportado.

Interacciones, alimentos mejora la biodisponibilidad, amacenamiento y
estabilidad no reportada, informacion basica para e paciente reportar las

reacciones adversas

Advertencia complementaria, Chequeo fisico después de terminada la

terapia.
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Fig. 4. Representacion esquematica del metabolismo y distribucion del
Triclabendazol (TCBZ) y sus metabolitos TCBZ.SO vy
TCBZ.S02 en bovinos.

Fuente: Elaboracion Propia.

Labiotransformacién gastrointestinal tiene un papel importante en la eficacia
de los BZD. En estudios realizados, ™™ se observé que frente a parésitos
gastrointestinales resistentes a los BZD como son Trichostrongylus
columbriformis y Haemonchus contortus, la administracion intraabomasal
del ABZ eramés eficaz que la administracion intraruminal. Estas diferencias
en larespuesta antihel minticaestaban rel acionadas con diferenciasen el perfil
cinético entre las dos vias. En & mismo estudio se observd que la
administracion de ABZ por viarumina presentaba una ABC plasmaética del
metabolito ABZSO (44,9 ugh/mL) superior a de la administracion abomasal
(32,2 ygh/mL). Las ABC abomasales de este metabolito también eran

superiores en la administracion intrarruminal .16

2.6.3. Metabolismo hepéatico

La via principa del metabolismo de TCBZ, es € higado mediante la
sulfonacion, esta reaccion metabolica es € resultado de una oxidacion de
TCBZ por las enzimas hepéticas. Esta metabolizaciOn ocurre en un proceso
lento e irreversible, en este punto se ha sefidado que la flavin
monooxigenasa FMO y € citocromo P-450 son los responsables
fundamentales de la metabolizacion del TCBZ en sus principales

metabolitos activos.’

La participacion relativa de ambos sistemas enzimaticos puede estimarse
después de lainactivacion de FMO degja el citocromo P450 sistema capaces
de metabolizar TCBZ o TCBZ.SO. Asi, la FMO mediante sulfoxidacién
representaron aproximadamente el 62% de TCBZ.SO y alrededor del 48%

de formacién de TCBZ.SO2, mientras que e citocromo P-450 contribuyo



con e 38% (TCBZ.S0) y 52% (TCBZ.S02) de los metabolitos oxidados.
Ademas, la mayor capacidad era en € higado de ovela para TCBZ
sulfoxidacion més TCBZ.SO. A pesar de ello, la capacidad del higado para
producir € metabolito sulfona del farmaco principa TCBZ parecia ser
mayor que muestras de Albendazol en un trabao previo reaizado bgo

similares condiciones experimental es. 6!

Triclabendazol (TCBZ) Hidroxi = Triclabendazol (OH - TCBZ)
i -
a1 o cl:é,n 1
[ L] t:H-_‘ HD c;CEI: xHa

Triclabondazol Eulfdxido (TOEZ.EO) Hidroxl - Trclobendnzal Sultéxidoe (OH - TCEZ.EO)
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Fig. 5. Estructura Quimicade TCBZ y sus Metabalitos.

Fuente: Halferty et al., 2008.

2.6.4. Excrecién

La excrecion de los metabolitos TCBZ, se realiza principalmente por via

biliar y heces, tras absorverse entraen e ciclo entero hepético, desde el tracto



gastrointestinal pasaa plasmay de ahi a higado paravolver al plasmay ala
luz intestinal.

Estudios farmacocinéticos realizados en ratas, conejos, perros, ovejas, vacas,
cabras y seres humanos indican similitudes en e metabolismo con sulfoxido,
sulfona, cetonas, y el 4-hidroxi-derivados de TCBZ en €l plasmay las heces,
el Unico metabolito identificado en orina fue de 2 - benzimidazolona. Tras
una administracion oral, en estudios de plasma se demostro que € sulfoxido
predomina en los congjos, ovejas y seres humanos, y la sulfona en caballos,
perros y ganado. El Tmax en plasma parael TCBZ.SO, fue de alrededor de
6-12 horas en la mayoria de las especies, 22 horas en € ganado bovino, a
dosis de 10-12 mg de TCBZ /Kg de peso. Mientras que el Tmax en plasma
de TCBZ.S02 fue de alrededor de 12-30 horas en la mayoria de las especies
y 72 horas en € ganado, la eliminacion urinariarepresentael 2,2% y un 76%
por viafecal de unadosis de 12 mg/K g.16?

En ganado vacuno tratado con una dosis ora de 12 mg/Kg de peso,
sacrificados a los 2 y 42 dias post tratamiento, los marcadores de TCBZ,
TCBZ.SOy TCBZ.S02 alos 2 dias presento los niveles de 5870, 4300, 1420
y 2470 mg/K g en higado, rifion, musculo y grasa, alos 42 dias|os marcadores
se encontraron en los niveles de 80, 75, 100 y mayor a 60 mg/Kg en higado,
rifidn, masculo y grasa. En un segundo estudio en bovinos administrados una
dosisviaoral de TCBZ, 12 mg/Kg de peso, alos 2 dias los niveles de 3250,
3050, 875 y 1800 mg/K g de peso en higado, rifion, musculo y grasa. A los
28 dias los marcadores residuales presentaron los niveles de 52, 47, 23, y
mayor a3 mg/Kg en higado, rifién, masculo y grasa. >

2.7. Reacciones adver sas

La administracion de TCBZ, asi como de BZD, en genera cuando es usado
durante la prefiez temprana, administrar la dosis recomendada, de particular
interés es que algunos metabolitos benzimidazdlicos son més téxicos que €
principio basico de las drogas, € Hydroxymebendazol (MBZOH) se ha

encontrado que es mas embriotdxico que MBZ, en ratas. OFZ, en ratones es



teratogénico en cerca de uno y medio reportado del nivel no teratogénico para
FBZ. El TCBZ produce una minimairritacion en piel, y no produce irritabilidad
ocular. Dosis repetidas en ratas conteniendo 10, 100 o 1000 mg/Kg de peso
corporal de TCBZ, revelaron un menor efecto hematologico y algunos como
incremento en laa buminasanguinea, colesterol, fueron vistos en dosis altas como
100 mg/Kg de peso. En ovinos con una sola dosis oral de TCBZ de 250, 500 o
1000 mg/Kg de peso, causd la muerte en 1/20, 6/20 y 5/5 animales
respectivamente. A dosis de 125 mg/Kg de peso fue bien tolerado y no reporta

efectos adversos.

En estudios en ratas, ovinos y en congos no hubo datos evidentes de
teratogenicidad, sin embargo, hubo bajo peso del feto, en dosis de 50 mg/Kg de
peso en ovinos machos y hembras no hubo efectos sobre la reproduccion. En
estudios realizados en ratones y ratas utilizando TCBZ no hubo significancia
estadistica en los efectos de incidencia a tumores con cualquier dosis o cualquier

otro parametro, a una dosis de 300 mg/Kg en la dieta.

2.7.1. Toxicidad

En ovinosunadosisigual o superior a100 mg/K g de peso mostro: reduccion
del apetito y aumento del nitrégeno Urico en sangre. En becerros una dosis
oral Unica de 200 mg/Kg causd inapetencia, pérdida de peso transitoria y
efectos leves en la actividad motora, anorexia, vomito, mareo, anemia,
diarrea y prurito, inflamacion de la piel y ubre *° teratogénico y
embriotdxico, anemia en perros, después de un prolongado tratamiento con
TCBZ.

2.7.2. Advertencias

No administrar a pacientes con hipersensibilidad a principio activo de la
formula. Evitar su uso en animales gestantes. No utilizar a producto 28
dias antes ddl sacrificio de animal es destinados para consumo humano. La
carne de los equinos tratados no es apta para consumo humano. No se use

en ganado de produccion de leche, porgque los residuos estan por sobre el



Codex Internacional. Manténgase fuera del alcance de los nifios.
Consérvese en un lugar fresco, seco y protegido de laluz solar directa.

2.8. Factores que modifican la disposicion del farmaco en e organismo

La disposicion de los farmacos en e organismo de los animales puede ser
influenciada por diversos factores. En el caso delos BZD y TCBZ, hay estudios
gue han puesto en evidenciala influencia de la aimentacion, parasitismo, edad y
sexo sobre la cinética y eficacia antiparasitaria de estos farmacos, se analiza con
detalle cada uno de los factores y como pueden éstos modificar €l perfil cinético
del TCBZ.

2.8.1. Alimentacion

La aimentacion desempefia un papel importante en los procesos
fisiologicos que ocurren en € tracto gastrointestinal. Los cambios en la
alimentacion pueden modificar tanto las condiciones basales de pH en €
tracto gastrointestinal, como la velocidad del tréansito digestivo. En los
animales monogastricos, a poseer unavelocidad de transito gastrointestinal
de los alimentos relativamente alta, |os cambios de pH en € tracto digestivo
puede que no sean tan criticos para la disposicién de los farmacos como lo
es el propio transito digestivo.

Otro factor importante relacionado con la alimentacion es la posible
interaccion entre los farmacos y los componentes deladieta. En un estudio
realizado en cerdos, con diferente tipo de alimentacion, a los que se
administré unamisma dosis de BZD por viaoral, se observaron diferencias
en la disposicion plasmética de los metabolitos del BZD.'®® Estos autores
sugieren gue los animales aimentados con pasto son los que mayor
disposicion plasmética presentaba, seguido de |os animal es alimentados con
pasto y concentrados y por ultimo los que solamente recibian concentrados.
Sin embargo, las concentraciones maximas se alcanzaban antes en los

alimentados con concentrados que con |os alimentados con pasto.



El caso de los animales poligéstricos es un poco mas complejo. Las
caracteristicas anatomicasdel 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 € alto volumen del
contenido digestivo, € lento transito digestivo, y la alta concentracion de
microorganismos que mantienen un cierto equilibrio fisiolégico y
condicionan & pH del medio mediante sus fermentaciones, teniendo poder
metabodlico sobre algunos farmacos. Todas estas caracteristicas pueden
verse modificadas por cambios en la dieta, alterando consecuentemente la
biodisponibilidad de los f&rmacos. Por una parte, € rumen actlia como
reservorio de los farmacos que son administrados por via entera y por otra
puede biotransformarlos. También se sabe que e tiempo de permanenciade
los farmacos en el rumen depende de la velocidad de vaciado ruminal que
esta condicionada por € tipo, cantidad y frecuencia de ingesta de los

alimentos.t®’

Ladietaes, probablemente, el factor que mésinfluye sobre las proporciones
de las distintas especies de microorgani Smos que se encuentran en el rumen
y que pueden estar implicadas en la fermentacion.*® Por gjemplo, cuando
hay un cambio brusco hacia una dieta rica en concentrados, se observa una
sucesion de cambios en la poblaciéon microbiana del rumen durante el
periodo de adaptacion de forma especifica en aguellas bacterias que
producen y utilizan el lactato. Las bacterias que utilizan €l lactato, sensibles
al &cido, son reemplazadas por otras que utilizan lactato y son resistentes al
acido. Durante e periodo de adaptaci 0n hay unaincapacidad de las especies
que emplean €l lactato para incrementar lo suficiente su nUmero y evitar la
acumulacién de lactato producido por otras poblaciones bacterianas, o que
llevaasu acumulacion en € rumen, con € consecuente descenso del pH.>’
Como lasolubilidad de los BZD aumenta al disminuir €l pH, el incremento
de laacidez ruminal debido alaaimentacion con concentrados aumenta su
disolucion en los fluidos gastrointestinales, esto facilitaria la absorcion y
consecuentemente incrementaria sus concentraciones plasmaticas y su

disposicion tisular.



A s mismo, € volumen de alimentos consumidos también puede modular
el transito del contenido ruminal, condicionando el tiempo de permanencia
del farmaco y su disolucion en los fluidos ruminales.'® En animaes en
ayunas, € transito gastrointestina se retrasa, prolongandose e tiempo de
disolucién y absorcién de las moléculas. En ovejas y terneros mantenidos
en ayunas antes de laadministracion oral del ABZ, se observaron valores de
tiempo medio de residencia y tiempo de vida media de eiminacion
superiores a los observados en animales alimentados a libitum.64 1 por
otra parte, e consumo de grandes cantidades de alimentos, particularmente
pastos verdes, induce aun rapido transito gastrointestinal, incrementando la

velocidad de absorcion de la droga. 1%

Lainfluenciadel tipo de dieta sobre la acidez ruminal y el metabolismo de
BZD ha sido descrita en ovejas.'®’ Estos autores observaron que los fluidos
ruminales procedentes de animales aimentados con concentrados
presentaban mayor grado de acidez y mayor capacidad reductora de BZD,
que los fluidos procedentes de animales alimentados con heno. Por otra
parte, se observaron que la dieta influenciaba la disposicién plasmatica de
los metabolitos de BZD, siendo los animales alimentados con concentrado
los que presentaban mayores concentraciones plasmaticas de los
metabolitos del BZD en relacion a los animales aimentados con pasto
natural.®® Varios estudios han demostrado variaciones en € perfil

plasmatico de los metabolitos del ABZ producto de cambios en la dieta en
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cerdos, ' en ovegjas 1y en terneros.’®® Efectos similares también fueron

observados para los metabolitos de Fenbendazol en temeros y bufal 0s.1%°

La condicién nutricional también puede afectar el metabolismo y € perfil
cinético de los BZD,'® como la condicion nutricional afectaba
negativamente el sisstema NADPH del que dependen | as oxidasas hepéticas,
inhibiendo el metabolismo del BZD. Este retraso implicaba una mayor
permanencia de los metabolitos en el organismo en animales mal nutridos.
Estas variaciones en e metabolismo pueden afectar tanto la eficacia como
latoxicidad del farmaco.



2.8.2.

Los factores como & ayuno, alimentacién, y condicion corporal, pueden
influenciar la disposicion plasmética del farmaco, a través de la
modificacion del pH, la ionizacion gastrica y la absorcion. Por o tanto,
animales enfermos que pueden facilmente presentar anorexia, disminucion

de volumen de aguaingerida, etc., pueden presentar niveles plasméticos

méas bajos, asi como menos distribucion tisular y modificaciones en el

tiempo de espera de | as formul aciones administradas.

Parasitismo

El parasitismo es un factor influyente en la disponibilidad de un farmaco
pudiendo asimismo repercutir en su eficacia, independientemente de lavia
de administracion. Unainfestacion parasitariaanivel gastrointestinal, puede
afectar lafuncionalidad delamucosay el pH gastrointestinal condicionando
ladisolucion y la absorcion de los farmacos.

En & higado, la infestacion parasitaria también puede afectar la actividad
enzimética de los hepatocitos o causar una obstruccidn de los conductos
biliares. Una disminucién de las enzimas que participan en el metabolismo
de los BZD o una inhibicién de la eliminacion de sus metabolitos por
obstruccion de los conductos biliares, puede modificar € perfil cinético del

farmaco en € organismo 17

observaron que la reaccion de sulfonacion del
metabolito en los hepatocitos de ovejas infectadas con F. hepatica, eramuy
reducida ya que se producia una disminucion significativa de los niveles de
actividad del Cit. P450. Sin embargo, la actividad de la FMO no se veia
afectada manteniéndose préacticamente los procesos de sulfoxidacion.
Asimismo, en humanos con Equinococosis, se observo que e MRT vy €
ABC del metabolito eran mayores que en los individuos sanos.'’? Estos
valores elevados fueron atribuidos a la obstruccion que el parasito causaen
los conductosbiliares. En principio, esteaumento del MRT y del ABC daria
un aumento de efectividad antiparasitaria a nivel sistémico debido al
contacto durante un prolongado periodo de tiempo de mayores

concentraciones del fa&rmaco con €l parasito.



En 1997 Alvarez 1" observaron, en oveas, que la infestacion parasitaria
afectaba la disposicion plasméticay abomasal después de la administracion
intraruminal de BZD. Los animalesinfectados natural o artificialmente con
Haemonchus contortus, presentaban valores de ABC plasmaticas del
metabolito sulfoxido mayores (64 pg.h.ml para infeccion artificial y 79,3
pug.h.ml paranatural) que en los animales no infectados (41,8 pg.h.ml).

El aumento de los niveles plasméticos del metabolito en los animales
infectados iba acompafiado de una disminucién de las concentraciones
abomasal es; 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 gastrointestinal es disminuyendo con
esto ladistribucion del farmaco haciael tracto gastrointestinal, haciendo que
las concentraciones plasméticas sean superiores mientras que las
abomasales sean inferiores en los animalesinfectados que en los sanos. Esto
podria llevar a la disminucion de la actividad antiparasitaria a nivel

gastrointestinal y a aumento de lamismaanivel sistémico.

2.8.3. Edad

La edad de los animales puede influenciar los procesos metabdlicos de
muchos xenobidticos. Factores como e pH gastrico, la motilidad
gastrointestinal, € area de absorcion, la poblacién microbianay € consumo
de laleche, son determinantes en |os procesos de absorcion de los farmacos
desde €l tracto gastrointestinal en neonatos. No obstante, laevolucion dela
composicion corpora y de la actividad hepética 'y renal con la edad puede
llevar a importantes variaciones en la distribucion de los farmacos,
presentado diferencias farmacol dgicas entre |os animales jovenes y adultos.
En general, los individuos recién nacidos presentan déficit de las enzimas
que participan en e metabolismo inespecifico hepético. Este déficit puede
implicar una significativa reduccién de la velocidad metabdlica 'y por tanto
un incremento del tiempo de permanencia de los farmacos en € organismo.
Por gemplo, las vias metabllicas como la glucuronoconjugacion



2.8.4.

précticamente 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 e consiguiente riesgo de toxicidad. No obstante, en un estudio
realizado en ovegjas de diferentes edades alas que se les administrd, BZD y
metabolito sulfoxido, no se observaron diferencias en los parametros
cinéticos de sulféxido y sulfonal™ Esta fata de diferencias podria ser
debida al hecho de que las vias metabdlicas de |os ovinos sean precoces,*’*
no habiendo diferencias metabdlicas entre los animales adultos y jovenes.
En cuanto a los animales vigos, aunque algunas vias metabdlicas en ellos

no sean funcionales, se carece de estudios al respecto.

Sexo

L os pardmetros cinéticos de cuaquier farmaco, y en particular de los BZD
utilizados como antihelminticos en la préactica veterinaria, pueden presentar
ciertas diferencias en funcion del sexo de los animales. De hecho, las
hormonas sexuales, las proteinas plasmaticas, l0s &cidos grasos, €l agua
corporal, y lacomposicion de algunas enzimas pueden variar entre animales
machos y hembras. Estas variaciones pueden provocar cambios en €l
volumen de distribucion, en la unidon a proteinas plasmaticas y en €
metabolismo hepético, causando variaciones en el perfil cinético del
farmaco y de sus metabolitos, entre machos y hembras.1™®

Estas diferencias han sido observadas 1"

en ovejastratadas con BZD. Estos
autores observaron a incubar metabolito sulfoxido en € plasma de ovejas,
guelaunion alas proteinas plasméticas era mayor en las hembras que en los
machos, con valores de un 87% y un 50%, respectivamente. Estos factores
pueden afectar el volumen de distribucion de las drogas lipdfilas. En el
mismo trabajo se observé que después de una administracion oral de BZD,
los parametros cinéticos de eliminacion del metabolito sulféxido y de
metabolito sulfona presentaban diferencias significativas entre machos y

hembras, siendo |os machos los que las eliminaban més rgpidamente. Estos



autores sugieren que estas diferencias en la eliminacion podrian estar
relacionadas con diferencias en el metabolismo del metabolito sulfoxido,
teniendo en cuenta que este farmaco es metabolizado por € Cit. P450y que

laactividad de este enzima puede estar regulada por |as hormonas sexuales.

Se haobservado en ratas machos un nivel relativamente mas elevado que en
hembras de una de lasisoenzimas del Cit. P450 de lafamilia3A (CYP3A),
lo que podria llevar a una mas rapida metabolizacion de los farmacos que
utilizan estas vias metabdlicas, y consecuentemente a una mayor velocidad
de eliminacion en machos frente a hembras.'’”  Asi mismo, numerosos
autores han observado como agunas enzimas que participan en €
metabolismo hepatico pueden ser modulados por las hormonas sexuales,

existiendo mayor actividad en un sexo respecto al otro.

En estudios realizados en laboratorio, se ha demostrado como algunos
isoenzimas del Cit. P450 son modulados por |as hormonas sexuales.'’® 17°
También es posible que hormonas como la testosterona, actlen como
inductores enziméticos de algunas vias metabdlicas.®® En microsomas
hepéticos de ratas '8! detectaron diferencias entre sexos rel acionadas con las
caracteristicas y la actividad catalitica del Cit. P450. También se ha visto
que existen diferencias en la estructura anatdbmica entre machos vy
hembras,'’’ los machos pesan més que las hembras. Esta diferencia en el
peso produce diferencias en la composicién muscular, € flujo sanguineo, y
en la cantidad de agua corporal. Ademés, las hembras tienen una tendencia

aposeer un mayor porcentaje de grasa corporal.

2.8.5. Gestacion

El proceso de gestacion, comporta una serie de cambios en €
funcionamiento y composicion corporal delosanimales, anivel del sistema
gastrointestinal, se verifica una disminucion de las secreciones acidas y de
la motilidad intestinal, afectando por una parte la velocidad de transito de
los farmacos administrados por via oral, y por otra parte, € grado de
solubilidad y absorcién causado por variaciones en la secrecion de los jugos



gastricos que conllevan modificaciones del pH gastrico. El sistema
circulatorio también se ve afectado por e aumento del flujo sanguineo y
débito cardiaco lo que incrementa la velocidad de distribucion y aclarado
renal, pudiendo con esto disminuir e tiempo de permanencia de los
farmacos en € organismo. Asimismo, el aumento del agua corporal gque se
produce en las hembras gestantes, provoca significativos cambios en la

pauta de distribucion de los farmacos en €l organismo.

Una de las principales alteraciones que se observan en € periodo de la
gestacion, es la composicion de las proteinas plasmaticas, se produce un
aumento de las globulinas y disminucion de las albuminas. Incluso en
valores porcentual es se puede decir que hay una disminucion de la cantidad
total de proteinas plasméticas. Estadisminucion en los niveles de proteinas
plasméticas podria ser debido al aumento del agua corpora y del volumen
plasmatico que se produce durante la gestacion. Algunos estudios han
demostrado que la sintesis de | as proteinas se mantiene, sin embargo, no es
lo suficiente para compensar € incremento del volumen sanguineo.’®? 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 dindmicos) 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 lostejidos y fluidos fetales, y placentarios. Estos
nuevos compartimentos pueden afectar |a distribucién de los farmacos en €l

organismo.

También, se producen cambios hormonales como son e incremento de los
niveles de progesterona. Es conocido que e metabolismo hepatico a nivel
del Cit. P450 puede verse modificado por |a presencia de progesterona que
puede interaccionar con el metabolismo delosfarmacos. Numerosos autores
han descrito modificaciones en la cinética de los farmacos durante la
gestacion, asi € fenobarbital, presenta una depuracion mas rapida durante
la gestacion, debido a una posible induccion de la actividad metabolica, '8
lateofilina es eliminada mas lentamente debido a una posible inhibicion de

su metabolismo hepético'®*. En la literatura, hay pocos estudios sobre €l



efecto delagestacion en ladisponibilidad delosBZD. Enunestudio 1 en
ovegasalas que seles administré BZD, en diferentes periodos de gestacion,
no se observaron diferencias en ladisponibilidad del metabolito sulféxido y
de su metabolito sulfona. No obstante, estos autores sefidlan que el
complicado metabolismo de estas substancias en los rumiantes, podria

enmascarar |as posibles modificaciones provocadas por la gestacion.

2.8.6. Especie

La capacidad del organismo para metabolizar y eliminar los xenobioticos
puede variar con la especie, estando condicionados por las caracteristicas
morfo fisiologicas de los animales. Numerosos eemplos 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 administracion
de unadosisde 10 mg/Kg de BZD por viaoral se observaron diferenciasen
los parametros farmacocinéticas del metabolito sulfoxido y metabolito
sulfona.’® Estos autores encontraron diferencias en las concentraciones
maximas al canzadas, siendo las més altas las observadas en ratas, seguidas
delos perros y por ultimo los humanos. Asimismo, las ABC del metabolito
sulféxido fueron de 39,2; 10,6 y 3,5 ugh/mL para rata, perro y humanos,
respectivamente. Al comparar € perfil cinético del metabolito sulfoxido
obtenido después de laadministracion de unamismadosis de BZD acerdos
163 en terneras'®® alimentados con pasto, se observaron diferencias en los
valores obtenidos delas ABC, siendo estos significativamente mayores para

cerdos (23,7+3,43 ugh/ml) que paraterneras (12,7+1,20 ygh/mL).

Las diferencias entre especies también pueden ocurrir a nivel del
metabolismo. En estudios realizadosin vitro en los que seincub6 el BZD,
y metabolito sulféxido en fluido ruminal e ileal procedente de terneras y
oveas, se observo que la capacidad oxidativa era mayor en terneras que en
ovegas, sin embargo, los fluidos gastrointestinales procedentes de ovejas
presentaban mayor capacidad reductoral®. Asimismo, las diferencias
relacionadas con la especie también se observaron en e metabolismo



hepético de BZD. Estos autores observaron que la capacidad oxidativa a
nivel de las microsomas hepaticas de la oveja era mayor gue de latemera
Estas diferencias metabdlicas pueden ocurrir tanto en € proceso de

sulfoxidacion como en lasulfonacion'®’

observaron que, al administrar BZD
por viaoral aovejasy aterneras, larelacion de las ABC entre sulféxido y
sulfona diferian presentando valores de 3,2 y 0,6 para ovejas y terneras,
respectivamente. Similares diferencias también fueron encontradas entre
animales mono gastricos a los que se les administré una misma dosis de
BZD, observandose una relacion de las ABC entre sulfoxido y sulfona de
5,6 para ratas, 10,0 para perros y de 7,3 para humanos.'® En definitiva la
capacidad metabdlica de los enzimas hepaticos puede variar
significativamente entre las diferentes especies animales, afectando de esta

manera el perfil cinético delos BZD y sus metabolitos.

2.9. Cromatografia liquida de alto poder (HPLC)

La Cromatografia liquida de ata eficacia o High performance liquid
chromatography (HPLC) es un tipo de cromatografia en columna utilizada
frecuentemente en bioquimica y quimica analitica. También se la denomina a
veces Cromatografia liquida de ata presion o High pressureliquid
chromatography. El HPL C es unatécnica utilizada para separar |os componentes
de una mezcla basdndose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las
sustancias analizadas y la columna cromatogréafica. 18

En e HPLC isocrética e compuesto pasa por |a columna cromatogréfica através
de la fase estacionaria (normalmente, un cilindro con pequefias particulas
redondeadas con ciertas caracteristicas quimicas en su superficie) mediante el
bombeo de liquido (fase movil) aata presion através de la columna. La muestra
a analizar es introducida en pequefias cantidades y sus componentes se retrasan
diferencialmente dependiendo de las interacciones quimicas o fisicas con la fase
estacionaria a medida que adelantan por lacolumna. El grado de retencion delos
componentes de la muestra depende de la naturaleza del compuesto, de la

composicion de lafase estacionariay de lafase movil.



El tiempo que tarda un compuesto a ser eluido de la columna se denominatiempo
de retencion y se considera una propiedad identificativa caracteristica de un

compuesto en una determinada fase mévil y estacionaria.

La utilizacion de presion en este tipo de cromatografias incrementa la vel ocidad
lineal de los compuestos dentro la columnay reduce asi su difusion dentro de la
columna meorando la resoluciéon de la cromatografia. Los disolventes méas
utilizados son e agua, e metanol y e acetonitrilo. El agua puede contener
tampones, sales, 0 compuestos como e acido trifluoroacético, que ayudan a la
separacion de los compuestos. 1

Una mejora introducida a la técnica de HPLC descrita es la variacion en la
composicion de la fase movil durante € andlisis, conocida como elucion en
gradiente. Un gradiente normal en una cromatografia de fase reversa puede
empezar a un 5% de acetonitrilo y progresar de forma lineal hasta un 50% en 25

minutos.

El gradiente utilizado varia en funcién de la hidrofobicidad del compuesto, €l
gradiente separa los componentes de |la muestra como una funcion de la afinidad
del compuesto por la fase mévil utilizada respecto a la afinidad por la fase
estacionaria. El acetonitrilo los compuestos més hidrofilicos eluirdan a mayor
concentracion de agua, mientras que los compuestos més hidrofébicos eluiran a

concentraciones elevadas de acetonitril0.1%

La Cromatografia es un método fisico de separacién para la caracterizacion de
mezclas complejas, la cual tiene aplicacion en todas las ramas de la cienciay la
fisica. Es un conjunto de técnicas basadas en € principio de retencion selectiva,
cuyo objetivo es separar los distintos componentes de una mezcla, permitiendo
identificar y determinar las cantidades de dichos componentes.

L as técnicas cromatograficas son muy variadas, pero en todas ellas hay una fase
mOovil que consiste en un fluido (gas, liquido o fluido sUper critico) que arrastraa
la muestra através de unafase estacionaria que se trata de un sblido o un liguido
fijado en un solido. Los componentes de lamezclainteraccionan en distintaforma

con la fase estacionaria. De este modo, los componentes atraviesan la fase



estacionaria a distintas velocidades y se van separando. Después de que los
componentes hayan pasado por |la fase estacionaria, separandose, pasan por un
detector que genera una sefial que puede depender de la concentracion y del tipo

de compuesto.

La Cromatografia puede cumplir dos funciones basicas que no se excluyen

mutuamente:

. Separar 10s componentes de la mezcla, para obtenerlos mas puros y que puedan

ser usados posteriormente (etapafinal de muchas sintesis).

. Medir la proporcion de los componentes de la mezcla (finalidad analitica). En
este caso, |as cantidades de material empleadas son pequefias. 18

2.9.1. Términos empleados en Cromatogr afia
Analito. Eslasustanciaque se vaseparar durante la Cromatografia.

Cromatografia analitica. Se emplea para determinar la existencia y

posi blemente también la concentracion de un analito en una muestra.

Fase enlazada. Es unafase estacionaria que se une de forma covaente a

las particulas de soporte 0 alas paredes internas de la columna.

Cromatégrafo. Esel equipo que permite una separacion sostificada. Un

Cromatégrafo de gases o un Cromatografo de liquidos.

Cromatografia. Es € método fisico de separacion en e cua los
componentes que se van a separar se distribuyen entre dos fases unadelas
cuales es estacionaria (fase estacionaria) mientras la otra (fase movil) se

mueve en una direccion definada

Efluente. Eslafase movil que atraviesala columna.



Frae nnmswil

Serie eluotropica es unalista de disolventes clasificados segn su poder de

dilucion.

Faseinmovilizada. Es unafase estacionaria que estainmovilizada sobre

particul as de soporte, 0 en lapared interior del tubo conectador o columna.

Fase Movil. Eslafase que se mueve en una direccion definida. Puede
ser un liquido (Cromatografia de liquidos o CEC), un gas (Cromatografia
de gases) o un fluido (super critico). La fase movil consiste en la muestra
que esta siendo separada, analizada y € disolvente, que se mueve por €
interior de la columna. En la Cromatografia liquida de ata resolucion,
HPLC, la fase movil es un disolvente no polar como € hexano (fase
normal) o bien algun disolvente polar (Cromatografiade fase reserva) y la
muestra que va a ser separada. La fase mévil se mueve a través de la
columna de Cromatografia (fase estacionaria) de forma que la muestra

interacciona con la fase estacionariay se separa.
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Fig. 6. Esguemadel Cromatografo defaseliquida.
Fuente: www.mncn.scic.es.

Cromatografia preparativa. Se usa para purificar suficiente cantidad de

sustancia para un uso posterior, méas que para andlisis.

Tiempo de retencion. Es e tiempo caracteristico que tarda un analito
particular en pasar através del sistema (desde la columna de entrada hasta

el detector) bgjo las condiciones fijadas.



Muestra. Eslamateriaque vaa ser analizada en la cromatografia. Puede
consistir en un simple componente o una mezcla de varios. Cuando la
mezcla es tratada en el curso del andlisis, lafase o fases que contienen los
analitos de interés es llamada igualmente muestra mientras el resto de

sustancias cuya separacion no resulta de interés es Ilamado residuo.
Soluto. Escadauno deloscomponentes delamuestraque vaser separado.

Disolvente. Es toda sustancia capaz de solubilizar a otra, y especial mente

lafase liquida movil en Cromatografia de liquidos.

Fase estacionaria. Es la sustancia que esta fija en una posicion en €
procedimiento de la Cromatografia. Como en la capa de silica en la

Cromatografia en capa fina.

La Columna. Es el elemento fundamental de un Cromatografo de liquidos
puesto que es en ela donde tiene € lugar de la separacion; por o tanto,
resulta fundamental una correcta eleccion de la columna adecuada para
cada separacion y que con una columna inadecuada o de mala calidad
nunca se obtendrd buenos resultados ain que se disponga del mejor
instrumental. Las columnas més utilizadas en Cromatografia de liquidos
es la de relleno, en la actualidad se introducido la Cromatografia de
liquidos capilares en la que se usa como columna los tubos de silice de un

diametro interno muy pequefio (entre 200 y 500 pum).

Las caracteristicas de la columna que influyen sobre su capacidad de
separacion son: Diametro Interno, longitud, conexiones (reducciones),

relleno tamafio de particula del relleno.

Cromatograma. Es € resultado gréfico de la Cromatografia. En el caso
de la separacion éptima, 1os diferentes pisos 0 manchas del cromatograma

corresponden alos componentes de |la mezcla separada.

En & ge X se representa e tiempo de retencion y en e ge Y una sefia

(obtenida a partir de un espectrofotémetro de masas o cualquier otro de los



diversos detectores) correspondiente a la respuesta creada por los
diferentes analitos existentes en la muestra. En el caso de un sistema
optimo, la sefia es proporcional a la concentracion del analito especifico
separado.!®
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Fig. 7. Representacion de Cromatograma (elucion).

Fuente: Elaboracion Propia

2.10. Par ametr os Far macocinéticos

2.10.1. Biodisponibilidad

La biodisponibilidad es la velocidad y extension con que una sustancia
activa es entregada desde una forma farmacéutica a la circulacion
general, lacual puede verse afectada por cambios rel ativamente discretos
en su formulacion. Factores como los constituyentes adicionales,

pequefios cambios en la concentracion de cualquier componente que da



2.10.2.

por resultado grandes cambios en la biodisponibilidad y por tanto en su
efecto terapéutico. Los estudios de biodisponibilidad se llevan a cabo
para demostrar que dos formulaciones diferentes de productos
farmacéuticos son similares entre si en términos de su beneficio
terapéutico (eficacia) y la de sus defectos secundarios no deseados
(seguridad y tolerancia) alo que se Ilama bioequivalencia.?*

Bioequivalencia

La equivalencia quimica, cuantitativa y cualitativa, de formas
farmacéuticas similares de una droga no garantiza, la misma eficacia
terapéutica. Equivalencia quimica se refiere a las preparaciones que
contienen e mismo compuesto. Bioequivalencia se refiere a los
equival entes quimicos que cuando son administrados a mismo individuo
en la misma dosificacion, resulta en concentraciones equivalentes de la

droga en la sangre; es decir tienen la misma bi odisponibilidad.?*

Es importante resaltar que la rapida caida de las concentraciones
plasméticas de un farmaco no siempre esta relacionada a elevado
aclaramiento del mismo. Sin embargo, €l farmaco es metabolizado con
lentitud en este caso, la desaparicion del farmaco de plasma esta
relacionada con un importante fendbmeno de distribucion y/o
redistribucién desde €l plasmahacialostejidos (favorecido por laelevada
liposolubilidad de la molécula) y no a un eficaz metabolismo. Para
discriminar si el farmaco desaparece del plasma por distribucion o por
eliminacion, deberiamos estudiar | as concentraciones del mismo en orina
y/o materiafecal.*> Un estudio de bioequivalencia debe llevarse a cabo
mediante un disefio paralelo y/o cruzado, en un nimero adecuado de
sujetos clinicamente sanos. 1%



2.10.3. Concentracién maxima (Cmax)

Este parametro se refiere ala concentracion més alta del farmaco que se
mide o detecta en plasma, tegjido o fluido corporal bago estudio. Si
analizamos una curva concentracion plasmética vs tiempo, la Cmax se
referird ala maxima concentracién plasmatica, entonces nos referiremos
a las concentraciones més altas alcanzadas en € tegjido, fluido bao
estudio. Lamaxima concentracion que un farmaco alcance en el plasma,
estara determinada por lavelocidad y cuantia de su absorcion. La Cmax
se expresaen unidades de concentracion (mg/l, pg/ml, ppm, ppb, mg/Kg,
etc.).1%

Tiempo requerido paraal canzar laconcentracion méxima(Tmax). Como
su nombre lo indica, este parametro expresa € tiempo en e cua se
obtuvo lamaximaconcentracion del farmaco en el plasma, tejido o fluido
corporal bajo estudio. En este caso, la velocidad de absorcion sera un
factor determinante en el valor del Tmax obtenido. Si la velocidad de
absorcion es elevada, e Tmax obtenido sera corto. Las unidades en los
cuales se expresa este parametro son unidades de tiempo (h, min, dias,
etc.).?*

2.10.4. Area bajo la curva Concentracion vs Tiempo (ABC)

Este parametro define la superficie por debajo de la curva concentracion
vs tiempo obtenido para un determinado farmaco. Dicha superficie se
puede calcular utilizando el método de los trapezoides, en € cua se
dividelasuperficietota en diferentestrapezoides por el trazado delineas
verticales. Posteriormente se calculala superficie de cadatrapezoidey la
de los tridangul os formados en los extremos de la curva. Tras sumar las
diferentes superficies (trapezoides + triangulos) obtenemos €l valor de
ABC. Las unidades en los cuales se expresan son las resultantes de
cacular la superficie de los trapezoides, multiplicar un lado
(concentraciéon) y otro (tiempo) delos mismos, en ug h/ml, mg, dias. Este
pardmetro es utilizado comunmente para definir la biodisponibilidad de

un farmaco.



Si bien el concepto de biodisponibilidad implica la velocidad y cuantia
de absorcion, cuando se habla que un farmaco formulado de una
determinada forma tiene una biodisponibilidad oral del 80%, no setiene
en cuenta la velocidad de absorcion del mismo. Podemos definir dos
tipos diferentes de biodisponibilidad: absoluta y relativa La
biodisponibilidad absoluta implica comparar el ABC plasmatica de un
farmaco tras su administracion iv (no hay absorcion, el 100% del farmaco
accede alacirculacion sistémica) con el ABC plasmatica obtenida para
el mismo farmaco administrado por una via diferente a la intravenosa

(oral, intramuscular, etc.).1%

L abiodisponibilidad rel ativacomparalos valores de ABC paraun mismo
farmaco por diferentes vias (por egemplo, ora vs intramuscular,
subcuténea vs rectal, etc., quedando excluida en este calculo las vias
vasculares), o los valores de ABC para dos formulaciones diferentes de
un mismo farmaco administrado por una misma via (no-vascular). En
este Ultimo caso € valor de biodisponibilidad relativa obtenido es
utilizado para la determinacion de la bioequivalencia farmacéutica junto
con los valores de Tmax y Cmax. Es decir que para que dos
formulaciones de un mismo farmaco fabricadas por diferentes
proveedores sean bioequivalentes, debe demostrarse en un estudio

farmacocinético quelosvaoresde ABC, Cmax y Tmax sean similares. >3

2.10.5. Tiempo lag (Tlag, lag observado)

Es & tiempo que media entre la administracion de un farmaco y su
deteccion en un compartimento dado, €l cual por lo genera es el plasma.
S d méodo de deteccibon no es sensible (detecta Unicamente
concentraciones relativamente altas del farmaco), puede suceder que €
Tlag resulte de 10 h, cuando en realidad el farmaco aparece en plasmaen
concentraciones menores a las que podemos detectar a las 3 h. Este

pardmetro se expresa en unidades de tiempo (h, min, dias, etc.).1%



2.10.6. Periodo de deteccion (PD)

Indica € intervalo de tiempo en & cua detectamos & farmaco tras su
administracion en € plasma, tgjido o fluido organico bgjo estudio. La
absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacién determinaran el
tiempo en €l cual la droga se encontrara en el organismo. Nuevamente,
lasensibilidad de |os métodos analiticos utilizados parala determinacion
de las concentraciones del farmaco, van a influir directamente en €
periodo de deteccion. Se expresa en unidades de tiempo o un rango de
las mismas (h, dias, etc. 6 2-72 h, etc.).}%®
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Fig. 8. Area bajo la curva de un farmaco-concentracion

plasmatica vstiempo.

Fuente: Botana et al ., 2002.

2.11. El Enfoque dela FDA — Union Europea

Los principios en gque se basa la evaluacion de bioequivalencia 'y equivalencia
terapéutica en los Estados Unidos han evolucionado alo largo de muchos afios,
y fueron codificados en la ley de “restauracién de la competencia en el precio de
drogas y restauracion de plazos de patentes” de 1984. El principio fundamental
es que una droga aprobada (generalmente la formulacion del producto

innovador) existe con caracteristicas de calidad y performance reproducibles. El



fabricante de un producto genérico puede establecer adecuada quimica,
manufacturay controles paraun producto, y elaborado de acuerdo con las buenas
précticas de manufactura (GPM), € requerimiento regulatorio restante es
documentar la bioequivalencia entre la formulacion genérica y la innovadora.
Alcanzar tal objetivo, definido brevemente como “ausencia de diferencias
significativaentrelavelocidad y extensién de absorcién entre € producto testigo
y e de referencia,” se considera innecesario repetir los estudios de eficacia y

seguridad requeridos al producto innovador de referencia.

Los puntos que se requieren un tratamiento técnico cientifico especial incluyen

los siguientes:

Comparacion entre las sustancias activas en las formulaciones. perfil de pureza,
grado de hidratacién y polimorfismo. Compatibilidad de los excipientes,
incluyendo el potencia de interacciones, droga excipientes. Determinacion de
perfiles de concentracion de droga cuando las concentraciones de droga o
metabolito activo no son medibles en fluidos biolbgicos accesibles. Seleccidn
del producto innovador apropiados. Métodos estadisticos para evaluar la

Bioequival encia de nuevas formas farmacéuticas.®®



HIPOTESIS

Hipdtesis de investigacion: Existe diferencia en la biodisponibilidad relativa de
diferentes formulaciones comerciales conteniendo como principio activo TCBZ en
bovinos mediante el andlisis de HPLC.

VARIABLES
Variable Independiente

Diferentes formulaciones comerciales conteniendo TBZ y TCBZ de referencia

Triclabendazol es un benzinidazol halogenado.

Variable Dependiente

Biodisponibilidad relativa de TCBZ y sus metabolitos de las formulaciones
comerciaes. Eslacantidad de f&maco que llega de forma activaala circulacion

sistémicay ala velocidad ala que accede.



CAPITULO 111
MATERIALESY METODOS
3.1. Ambito de Estudio

Laboratorio de Inmunologia e investigacion Veterinaria, Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Nacional de Caamarca - Perl y Laboratorio de
Farmacologia, Departamento de Fisiopatologia, Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires
(UNCPBA); Campus Universitario (7000) Tandil, Argentina. Este trabajo se
realizé de agosto a diciembre del 2008.

3.1.2. Animales Experimentales

Para estudiar el perfil farmacéutico de TCBZ y sus metabolitos TCBZ.SO y
TCBZ.S02 en bovinos se utilizaron 30 terneras hembras de laraza Hol stein
con un peso promedio de 249.899 Kg. Los animales pertenecieron a un
fundo dd vale de Cgamarca (Cgamarca - Per(l). Estos animaes
dispusieron de forrgje de buena calidad, se administré concentrado y libre

acceso a aguay se encontraban en un Optimo estado sanitario.

3.1.3. Materialesde Laboratorio

Tubos de vacutainer de 7 ml

Tubos para suero de 3 ml

Centrifuga

Refrigeradora-18° C

Agitador

Sistemas de extraccion de lafase solida
Bomba de vacio

Columna cromatogréfica: (Kromasil C18, EE.UU)



3.1.4.

3.15.

3.1.6.

Sistema cromatogr afico

El sistema cromatografico utilizado fue un HPLC (Series HP Waldbrom,

Alemania) constituido por:
Bomba cuaternaria

Desagitador

Inyector automético refrigerado
Horno para columna

Detector espectrofotomeétrico dio de Array

Far macos (Productos Quimicos)

Normas Puras (97-99 %), TCBZ de referenciay sus metabolitos TCBZ.SO
y TCBZS.02 fueron proporcionadas por Novartis Animal Health (Basilea-
Suiza). Oxibendazol, usado como patrén interno fue de (1S) Sigma- Aldrich
Co (St Louis, Mo, EE.UU).

Los siguientes productos comerciales utilizados en € experimento
conteniendo como principio activo TCBZ. El producto pionero Fasinex®
(TCBZ 10%, Novartis, Pert) se considerd la formulacion de referencia
(Grupo I), @ cua fue el producto pionero original y autorizado con un
expediente completo. Las formulaciones testigo utilizadas fueron: Bilevon
(12% suspecion, Bayer S.A., Pertl); Trisan (12% suspension, MontanaS.A.,
Lima, Pertl), Zolinex Dorado, (12.5% de suspension Biomont S.A., Lima,
Per(l); y Zoliplus 12% de suspension, Innova Andina, Lima, Pert).

Disefio experimental

Para € estudio farmacocinético de TCBZ y sus metabolitos TCBZSO y
TCBZS02 en terneras se utilizd6 un disefio paralelo. Los animaes se
dividieron a azar en 5 grupos experimentales (n=6). Todos los animales
fueron tratados con TCBZ por viaoral adosisde 12 mg/K g de peso corporal.



La dosis fue calculada individualmente de acuerdo al peso. Uno delos
grupos tratados se dosifico con laformulacion de referencia (Fasinex®,
Grupo |), mientras que los otros 4 grupos testigo sedosificaron con
formulaciones comercial es genéricas, fueron adjudicadas al azar (Grupo |,
[, 1V y V, respectivamente). Lasformulaciones comerciales copia
empleadas (en orden alfabético) fueron Bilevon® (TCBZ, suspension 12%
p.v.); Trisan® (TCBZ, suspension 12 %); Zoliplus® (TCBZ, suspension
12%) y Zolinex Dorado (TCBZ, suspension 12,5%). El procedimiento del
protocolo animal se llevé a cabo de acuerdo con la politica de bienestar
animal de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional

de Cgjamarca - Pert (www.unc.edu.pe).

3.1.7. Obtencién de Muestras

Muestras de sangre (5 ml) fueron obtenidas por puncidn de la vena yugular
de cada animal en tubos heparinizados (Vacutainer®, Becton Dickinson,
N.J., USA) previo a tratamiento y alos siguientes tiempos post-tratamiento:
1,3,6,9, 12, 18, 24, 30, 36, 48, 72, 96, 120, 144 y 168 h post-tratamiento.

3.1.8. Unidad de Andlisis

Las muestras de sangre fueron centrifugadas (3000 rpm, durante 15 min).
El plasma obtenido se colocd en tubos de plastico fue identificado y
congelado (-20° C) hasta e momento de su andlisis por HPLC.

3.2. Estudio Far macocinético
3.2.1. Metodologia analitica

El dosgje de TCBZ/metabolitos en plasma bovino se realiz6 siguiendo la
metodologia analitica desarrollada en e laboratorio de Farmacologia y
Fisiopatologia del Centro de la Provincia de Buenos Aires (UNCPBA),
Campos Universitario (7000) Tandil Argentina, que ha sido extensamente

validada y probada en los dltimos afios. Los métodos empleados para la



cuantificacion de TCBZ/metabolitos en plasma bovino, fueron sometidos a
un exhaustivo proceso de validacion analitica siguiendo normas
internacionalmente reconocidas. Para ello, se determinaron los siguientes
pardmetros de validacion: especificidad, estabilidad, linealidad, porcentaje
de recuperacion, precision analitica (repetibilidad y reproducibilidad),

exactitud y limites de deteccion y cuantificacion.

3.2.2. Extraccion fisico-quimica
Para la extraccion fisico-quimica de TCBZ/metabolitos de plasma bovino
se procedi6 de la siguiente forma:

1 ml de plasma+ 20 pul de estandar interno (oxibendazole, 50 pg/ml) + 2 ml

de acetonitrilo. Esta mezcla se proceso segun detalle:
1. Agitar 20 minutos (vel ocidad méaxima)

2. Centrifugar 15 minutos (4000 rpm, 4° C)

3. Recuperar el sobrenadante

4. Evaporar

5. Re suspender con 200 pl de acetonitrilo

6. Agitar 5 minutos (velocidad 5)

7. Adicionar 300 ul de agua (ultra pura)

8. Agitar 5 minutos (velocidad 5)

9. Centrifugar 5 minutos (3000 rpm, 4° C)

10. Trasvasar aviades einyectar en HPLC.
3.2.3.- Condiciones cromatogr éficas

1. Fase movil:

a) Acetato de amonio 0.025 M (pesar 1,93 ¢/l de agua) + acida sodica
(0,19)



Ajustar €l pH a 6,6 y filtrar
b) acetonitrilo calidad HPLC
2. Columna cromatografica: Kromasil C18 (4,6 x 25 cm)

3. Método cromatografico

Tiempo % acetonitrilo (B)
0-5min 52

5-6 min 64

6-12 min 64

12-13 min 52

13-16 min 52

16 min STOP

3. Fujo: 1,2 ml/min

4. Lectura: 300 nm
3.2.4. Parametros de validacion
3.2.4.1. Especificidad

Se determind la especificidad del método comparando
cromatogramas de muestras de plasma blanco (nh= 6) con
cromatogramas de muestras de plasma suplementadas con los
anaitos, demostrando la capacidad del mismo de resolver los
analitos ante la presencia de posibles compuestos enddgenos en la

eusion.

3.24.2. Linealidad

La linealidad se analiz6 midiendo la relacion concentracion de

drogalrespuesta del detector. Se analizaron patrones de



TCBZ/metabolitos extraidos desde € plasma por triplicado de las
siguientes concentraciones. 0.1, 0.5, 1, 3,5y 15 ug/ml. Serealizaron
andlisis de regresion lineal utilizando e método de los cuadrados
minimos (INSTAT 3.0, Graph Pad Software Inc. San Diego, USA),
obteniéndose los respectivos coeficientes de correlacion. Las
concentraciones de TCBZ/metabolitos se cal cularon comparando las
areas bajo e pico de los andlitos con la del estandar interno
(oxibendazol) utilizando e software Class LC10 (Shimadzu-10A,
Kyoto, Japon). Las relaciones de éreas fueron interpoladas en las
respectivas curvas de calibracion y las concentraciones cal culadas

de acuerdo ala siguiente ecuacion:

Y=a-X+b
Donde,

Y = areaandlito (TCBZ.SO-TCBZ.S02)/area OBZ (estandar iterno)

a = pendientedelalineaderegresion
X = concentracion de droga en plasma
b = interseccion delarecta

3.2.4.3. Por centaje de recuper acion

El porcentgje de recuperacion absoluto desde €l plasma bovino se
determind apartir delacomparacion de | as areas absol utas obtenidas
de muestras blanco de plasma fortificadas con TCBZ/metabolitos a
tres niveles de concentracion (0,5; 1y 3 ug/ml) (n = 6 para cada
concentracion) con aguellas obtenidas por inyeccion directa de

estandares en fase movil.



3.24.4.

3.245.

3.2.4.6.

Precision analitica

La repetibilidad (variabilidad intra-dia) del método analitico se
evalud determinando € coeficiente de variacion (CV) obtenido tras
laextraccion quimicay andisis cromatografico en un mismo dia de
muestras blanco de plasma bovino fortificadas con TCBZ/
metabolitos atres niveles de concentracion (0,5; 1y 3 ug/ml) (n=6
para cada concentracion). Los correspondientes CV se obtuvieron

segun la siguiente ecuacion:

o= Desvio Estandar %100

Lareproducibilidad

La reproducibilidad (variabilidad inter-dia) se evalud determinando
e coeficiente de variacion (CV) obtenido tras la extraccion quimica
y andlisis cromatogréafico, en diferentes dias de trabajo, de muestras
blanco de plasma bovino fortificadas con TCBZ/metabolitos a tres
niveles de concentracion (0.5, 3 y 15 pg/ml) (n=6 para cada

concentracion).

Exactitud

La exactitud representa la proximidad del valor de concentracion
encontrado a valor verdadero. Parasu determinacion sellevo acabo
la extraccion quimicay anadlisis cromatografico de muestras blanco
de plasma bovino fortificadas con TCBZ/metabolitos atres niveles
de concentracion (0.5, 3y 15 pg/ml) (n = 6 para cadaconcentracion).
El cdlculo delamisma corresponde a error relativo (vaor aceptado

+ 20%) obtenido con la siguiente formula:



e=""V100
\Y

Donde,
E = exactitud
Y = valor de concentracion encontrado y,

V =vaor nominal considerado como verdadero.

3.2.4.7. Limite de deteccién y cuantificacion

Se consider6 limite de deteccion (LD) a promedio del ruido de la
linea de base méas 3 desvios estandar obtenidos tras € andlisis de
muestras blanco (n = 6) de plasma bovino. Se consideré limite de
cuantificacion (LC) a la minima concentracion analizada de
TCBZ/metabolitos que tuviese un coeficiente de variacion < 20%,

un porcentaje de recuperacion = 70% y una exactitud de + 20%.

3.3. Andlisis Far macocinético

El andlisis farmacocinética se redizd utilizando e programa PK solutions
(Summit Research Services, USA). Labiodisponibilidad relativade los diferentes
productos comerciales conteniendo TCBZ fue determinada comparando los
pardmetros de &rea bajo la curva concentracion plasmética vs tiempo (ABC),
concentracion plasmética maxima (Cmax) y tiempo en que se obtiene e Cmax

(Tmax).

3.3.1. Criterios de Bioequivalencia

Para la determinacion de la bioequivalencia y/o no bioequivalencia de las
formulaciones estudiadas, se siguieron los criterios detallados en las

“Guidelines for the conduct of bioequivalence studies for veterinary



medicinal products” emitidas por The European Agency for the Evaluation
of Medicinal Products (EMEA/CVMP/016/00-corr-FINAL). Dicho
documento establece que para e pardmetro Area Bajo la curva
concentracion vs tiempo (ABC) y concentracidn maxima (Cmax), teniendo
en cuenta un intervalo de confianza del 90%, el cociente entre los valores
obtenidos para el producto a evauar y €l producto de referencia debe ser

contenido entre 80-125%.

3.3.2. Andlisis estadistico

Para € andlisis estadistico de los parametros farmacocinéticas obtenidos,
métodos para métricos (ANOVA + Tuckey) o no para métricos (Mann-
Whitney) segun el caso fueron empleados. Un vaor de P<0,05 fue

considerado estadisticamente significativo.



4.1.

4.2.

CAPITULO IV
RESULTADOS
Validacion Metodolégica

La metodologia analitica utilizada para €l dosgje de los metabolitos de TCBZ en
plasma fue adecuadamente validada. Se presentan |os resultados obtenidos para
los metabolitos TCBZ.SO y TCBZ.S02, dado que ladroga madre no es detectada
en plasma en ningun tiempo post-tratamiento. EI método fue especifico para
detectar TCBZ.SO y TCBZ.SO2 en plasma, no encontrandose compuestos
enddgenos que interfieran con la cuantificacion del analito ambos metabolitos se
midierén hasta 168 horas después del tratamiento. La linealidad se determind
usando andlisis de regresion lineal por e método de los cuadrados minimos,

obteniéndose coeficientes de correlacion de 0.999.

La Tabla 1 muestran las concentraciones evaluadas para verificar la linealidad
(TCBZ.SOy TCBZ.S02). LasFiguras 9y 10 muestran las rectas de calibracion
obtenidas junto con las ecuaciones correspondientes. Las Tablas 2, 3, 4y 5
muestran los resultados de la repetibilidad y reproducibilidad para TCBZ.SO y
TCBZ.S02. El porcentaje de recuperacion se muestraen las Tablas6y 7. La
exactitud del método se muestraen laTabla8 (TCBZ.SO) y 9 (TCBZ.S02). En
las Tablas 10 y 11 se muestra € calculo del limite de deteccion. El limite de
cuantificacion fue establecido como la menor concentracion utilizada al evaluar
la linealidad. Estos resultados se encuadran dentro de las especificaciones
minimas expresadas para establecer dicho limite.

Concentraciones Plasmaticasy Analisis Far macocinético

Las Tablas 12 a 21 muestran las concentraciones de TCBZ.SO y TCBZ.SO2 en
cada uno de los animales de los grupos experimentales evaluados (Grupo | a V,

Anexo).



Las figuras 11 a 14 muestran las concentraciones plasmaticas promedio de
TCBZ.SO en € grupo de referencia (Grupo 1) en forma comparativa con las
concentraciones de metabolitos obtenidos en los grupos experimental es (Grupos
Il aV). Las tablas de la 22 a 31 muestran los parametros farmacocinéticos

obtenidos para TCBZ.SO y TCBZ.SO2 en |os diferentes grupos experimental es.

Las tablas de la 32 a 34 muestran |os parametros farmacocinéticos obtenidos de

bioequivalencia para TCBZ.SO en los diferentes grupos experimental es.

Latabla 35. Se resume los parametros de validacion obtenidos para TCBZ.SO'y
TCBZ.S02 después de administracion oral delas diferentes formulacionesy lade
RF.

Latabla 36. Se resume los parametros farmacocinéticos del plasma obtenidos
para TCBZ.SO después de laadministracion ora de las formulaciones analizadas
donde la prueba Il, no fue diferente a la formulacion Pionera (RF) para los
pardmetros evaluados, en lasformulacionesde andlisis (Prueballl, IV y V) existen
diferencias significativas para € andlisis de comparacion ABCO- LOQ, en

comparacion con lade RF.

Latabla 37. Se muestralos pardmetros obtenidos para TCBZ.SO2 donde no se
observan diferencias entrelaRF, y los 111, IV y V pruebas testigos.

Latabla38. Muestra el resumen de biodisponibilidad relativa y bioequivalencia
de las formul aciones evaluadas con el producto de referencia (RF). Mediante las
relaciones de medias geométricas, Cmax y ABCO- LOQ para TCBZ.SO que
estuvo dentro de los parametros de 0.8 y 1.25 para la prueba Il, en las que las
estimaciones puntuales y € IC del 90% de los parametros farmacocinéticos
evaluados. Las pruebas Il1, IV y V no se encuentran bajo estos parametros de

ABCy limite de confianza.
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Fig. 9. Curva de Cdlibracion obtenida tras €l andlisis de patrones de TCBZ.SO
extraidos desde € plasma por triplicado de las siguientes concentraciones:
0,1,0,5,1, 3,5y 15 pg/ml.
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extraidos desde € plasma por triplicado de las siguientes concentraciones:
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Tabla 1. Linealidad de la respuesta del detector obtenida tras la inyeccién de
patronesde TCBZ.SO y TCBZ.S02 desde 0,1 hasta 5 yg/ml en plasma

bovino (rango de calibracion).

Concentracion

TCBZS0/S02 TCBZSO/OBZ (*) TCBZS0O2/0OBZ (*)
(ng/ml)
0,05 0,06
0,10 0,07 0,07
0,06 0,06
0,38 0,39
0,50 0,36 0,37
0,35 0,37
0,70 0,73
1,00 0,69 0,72
0,70 0,73
2,36 2,36
3,00 2,13 2,15
2,09 2,10
3,74 3,72
5,00 3,80 3,78
4,07 4,09
11,15 11,09
15,00 11,36 11,29
11,45 11,38

(*) Relacion de areas de |os picos obtenidos para TCBZSO/SO2 y el estandar interno

Oxibendazol (OBZ) en plasma bovino.




Tabla 2. Repetibilidad (variacion intra— dia) del método de extraccion quimicay
andlisis por HPLC para Triclabendazol Sulféxido (TCBZ.SO) en
plasma bovino (n = 6). Repetibilidad promedio (3 determinaciones): 3,89

Concentracion
TCBZ.SO

(ng/ml)

TCBZSO / OBZ
*)

Promedio

Repetibilidad
CV (%)

0,5

0,28
0,32
0,30
0,31
0,31
0,31

0,30

3,97

3,0

2,33
2,15
2,09
2,32
2,29
2,25

2,24

4,34

15,0

12,05
11,41
10,93
11,12
11,40
11,49

11,40

3,36

(*) Relacion de éreas de los picos obtenidos para TCBZ.SO y e estandar interno

oxibendazol (OBZ) en plasma bovino. CV: coeficiente de variacion.




Tabla 3. Repetibilidad (variacion intra— dia) del método de extraccion quimicay
andlisis por HPL C para Triclabendazol Sulfona (TCBZS02) en plasma

bovino (n = 6). Repetibilidad promedio (3 determinaciones): 4,13

Concentracion
TCBZ.SO

(ng/ml)

TCBZSO / OBZ
*)

Promedio

Repetibilidad
CV (%)

0,5

0,30
0,35
0,33
0,33
0,32
0,33

0,30

4,99

3,0

2,37
2,18
2,14
2,33
2,32
2,26

2,26

4,09

15,0

12,04
11,41
10,93
11,14
11,42
11,51

11,51

3,31

(*) Relacion de éreas de los picos obtenidos para TCBZ.SO y e estandar interno

Oxibendazol (OBZ) en plasmabovino. CV: coeficiente de variacion.




Tabla 4. Reproducibilidad (variacion inter — dia) del método de extraccion
quimicay andlisispor HPL C para Triclabendazol Sulféxido (TCBZ.SO)
en plasmabovino (n = 6). Repetibilidad promedio (3 determinaciones): 5,18

Concentracion
TCBZ.SO

(ng/ml)

TCBZ.SO / OBZ
*)

Promedio

Repetibilidad
CV (%)

0,5

0,33
0,51
0,32
0,31
0,31
0,37

0,32

3,25

3,0

2,21
1,96
2,01
2,32
2,68
2,47

2,13

7,83

15,0

10,54
10,14
11,24
10,93
14,75
13,27

10,71

4,46

(*) Relacion de éreas de los picos obtenidos para TCBZ.SO y e estandar interno

Oxibendazol (OBZ) en plasmabovino. CV: coeficiente de variacion.




Tabla 5. Reproducibilidad (variacion inter — dia) del método de extraccion
quimicay andlisispor HPL C para Triclabendazol Sulfona (TCBZ.S02)
en plasmabovino (n = 6). Repetibilidad promedio (3 determinaciones): 6,04

Concentracion
TCBZ.SO

(ng/ml)

TCBZSO / OBZ
*)

Promedio

Repetibilidad
CV (%)

0,5

0,36
0,37
0,34
0,32
0,36
0,40

0,34

6,71

3,0

2,24
2,01
2,04
2,33
2,66
2,56

1,16

7,22

15.0

10,53
10,18
11,22
10,93
14,71
13,25

10,73

4,18

(*) Relacion de éreas de los picos obtenidos para TCBZ.SO y e estandar interno

Oxibendazol (OBZ) en plasmabovino. CV: coeficiente de variacion.




Tabla 6. Porcentaje derecuperacion del método de extraccion quimicay analisis
por HPL C para Triclabendazol Sulféxido (TCBZ.SO) en plasmabovino
(n = 6). Recobre promedio general: 90,3

Concentracion
ABP ABP Recuperacion
TCBZ.SO
en metanol en plasma (%)
(ng/ml)

70841 945
66233 88,4
71642 95,6

0,5
66489 88,7
51621 68,9
73453 98,0
Promedio 74959 89,0
489040 93,8
413166 79,3
3,0 470169 90,2
454472 87,2
484567 93,0
479471 92,0
Promedio 521237 89,2
2297241 90,4
2224034 87,5
2426895 95,5

15,0
2329470 91,6
2333630 91,8
2540456 99,9
Promedio 2541922 92,8

ABP: Areabgjo € pico cromatogréfico.



Tabla 7. Porcentaje derecuperacion del método de extraccion quimicay analisis
por HPL C para Triclabendazol Sulfona (TCBZ.S02) en plasma bovino

(n = 6). Recobre promedio general: 92,2

Concentracion
ABP ABP Recuperacion
TCBZ.SO
en metanol en plasma (%)
(ng/ml)

76586 96,7
77899 98,3
74828 94.4

0,5
63563 86,5
58552 73,9
79334 100,1
Promedio 79228 91,7
496665 95,7
422935 81,5
3,0 471532 90,8
457180 88,1
480813 92,6
497097 95,8
Promedio 519066 90,7
2306734 92,1
2233758 89,1
2423061 96,7

15,0
2329656 93,0
2328062 92,9
2537274 101,3
Promedio 2505640 94,2

ABP: Areabgjo € pico cromatogréfico.




Tabla 8. Exactitud del método de extracciéon quimica y analisis por HPLC para
Triclabendazol Sulfoxido (TCBZ.SO) en plasma bovino (n = 6). Recobre
promedio general: -5,44

Concentracion Concentracion
TCBZ.SO adicionada cuantificada Exaczitud @
(ug/ml) (ng/ml) (%)
0,40 -25,3
0,45 -10,9
05 0,43 -17,6
0,44 -14,2
0,44 -14,2
0.44 -14,2
Promedio 16,0
311 34
2,87 46
3.0 2,79 76
3,09 3,0
3,05 17
3,00 - 14,2
Promedio 07
15,94 5,9
15,09 0,6
15,0 14,46 _38
14,71 20
15,03 0,5
15,20 13
Promedio 04

(1) Se expresa e porcentgje de desviacion de los valores obtenidos respecto a los

valoresreales.



Tabla 9. Exactitud de& método de extraccion quimica y analisis por HPLC para
Triclabendazol Sulféxido (TCBZ.SO2) en plasma bovino (n = 6).

Recobre promedio generd: -4,42

Concentracion

Concentracion

TCBZ.SO adicionada cuantificada ExacZitud .
(ug/ml) (ug/ml) (%)

0,40 - 24,7

0,47 68

05 0,44 -134
044 -134

0,43 -16,8

0,44 -13/4

Promedio 147
3,15 49

2,90 .34

3.0 2,85 53
3,10 33

3,09 28

3.01 0.3

Promedio 04
16,02 6.3

15,13 1.2

15,0 14,54 -3,2
14,32 212

15,19 13

15,31 20

Promedio 11

(1) Se expresa e porcentgje de desviacion de los valores obtenidos respecto a los

valoresreales.




Tabla10. Célculo ded limite de deteccion para Triclabendazol Sulféxido
(TCBZSO) en plasma bovino (n = 6).

Relacion area del “ruido” de linea de
Muestra de plasma . .
base al tiempo de deteccion de
Blanco
TCBZ.SO / area OBZ
1 0,0005
2 0,0010
3 0,0002
4 0,0006
5 0,0012
6 0,0019
Promedio + DE 0,0009 + 0,0006
Promedio + 3 DE 0,0018
L imite de deteccion
0,031
(rg/ml)

OBZ: Oxibendazol (estandar interno).



Tabla 11. Caélculo de limite de detecciéon para Triclabendazol Sulfona
(TCBZS.02) en plasma bovino (n = 6).

Relacion area del “ruido™ de linea de
Muestra de plasma _ .
base al tiempo de deteccion de
Blanco
TCBZ.S0O2/ area OBZ
1 0,0199
2 0,0195
3 0,0074
4 0,0240
5 0,0347
6 0,0270
Promedio + DE 0,0221 + 0,0091
Promedio + 3 DE 0,0273
Limite de deteccion
0,039
(ng/ml)

OBZ: Oxibendazol (estandar interno).
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Fig. 11. Concentraciones (Media+ DE) de Triclabendazol Sulfoxido (TCBZ.SO) en
el plasma de bovinos tratados con Fasinex® (Grupo |, Producto de

referencia) y Bilevon ® (Grupo I1).
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Fig. 12. Concentraciones (media + DE) de Triclabendazol Sulfoxido (TCBZSO) en

plasma de bovinos tratados con Fasinex® (Grupo |, producto de referencia)
o Trisan® (Grupo I11).
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Fig. 13. Concentraciones (media + DE) de Triclabendazol Sulfoxido (TCBZSO) en
plasma de bovinos tratados con Fasinex® (Grupo |, producto de referencia) o
Zoliplus® (Grupo 1V).
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Fig. 14. Concentraciones (media = DE) de Triclabendazol Sulfoxido (TCBZ.SO) en
plasma de bovinos tratados con Fasinex® (Grupo |, producto de referencia) o
Zolinex dorado® (Grupo V).



Tabla22. Parametros farmacocinéticos (media + DE) para Triclabendazol
Sulféxido (TCBZ.SO) obtenidos tras la administracion oral de

Fasinex (Grupo |, Triclabendazol) por via oral en bovinos.

Parametros Animal N°
Far macocinéticos

1 2 3 4 5 6 Media DE
T Y2for /h) 462 528 423 494 406 7,25 5,06 1,16
Cmax (ug/ml) 142 157 102 1330 990 920 12,08 2,67
Tmax (h) 180 180 180 240 180 180 19,00 245
ABC (0+) (Mg.h/ml) 436,2 4656 4181 4911 3566 3318 4181 60,2
TMR (h) 308 289 368 336 338 353 332 2,9
T %d (h) 158 16,0 19,1 16,3 17,3 185 17,2 14

T % for: tiempo medio de formacién. Cmax: maxima concentracion plasmética.
Tmax: tiempo en que se alcanzael Cmax. ABC (o+): area bajo la curva concentracion
vs tiempo entre las 0 y 168 h post-tratamiento. TMR: tiempo medio de residencia. T
Y el: tiempo medio de eliminacion.




Tabla23. Parametros farmacocinéticos (media

+ DE) para Triclabendazol

Sulfona (TCBZS.02) obtenidos tras la administracion oral de

Fasinex® (Grupo |, Triclabendazol) por via oral en bovinos.

Parametros Animal N°
Far macocinéticos

1 2 3 4 5 6 Media DE
T Y2for /h) 134 14,3 18,5 15,3 16,1 154 155 1,7
Cmax (ug/ml) 290 403 285 228 247 211 277 69
Tmax (h) 360 360 720 480 480 480 480 131
ABC (0+) (Mg.h/ml) 2666,8 34058 2859,3 2104,9 23445 1922,5 2550,6 543,3
TMR (h) 95,5 75,0 100,0 92,6 91,5 85,2 90,1 8,5
T %d (h) 49,5 33,7 46,5 42,4 42,6 38,2 42,2 5,7

T % for: tiempo medio de formacién. Cmax: maxima concentracion plasmética.

Tmax: tiempo en que se alcanzael Cmax. ABC (o+): area bajo la curva concentracion

vs tiempo entre las 0 y 168 h post-tratamiento. TMR: tiempo medio de residencia. T

Y, el: tiempo medio de eliminacion.




Tabla 24. Parametros farmacocinéticos (media + DE) para Triclabendazol
Sulféxido (TCBZSO) obtenidos tras la administracion oral de

Bilevon® (Grupo |1, Triclabendazol) por via oral en bovinos.

Parametros Animal N°
Far macocinéticos

1 2 3 4 5 6 Media DE
T Y2for /h) 54 55 4,1 6,6 5,6 4.4 5,3 0,9
Cmax (ug/ml) 120 121 102 104 130 112 115 11
Tmax (h) 180 180 120 240 180 180 180 38
ABC (0+) (Mg.h/ml) 507,3 4948 398,7 4516 4895 3379 4466 66,3
TMR (h) 336 361 320 359 38 298 339 2,6
T %€ (h) 162 171 17,1 171 16,8 150 16,5 0,8

T % for: tiempo medio de formacién. Cmax: maxima concentracion plasmética.
Tmax: tiempo en que se alcanzael Cmax. ABC (o) area bajo la curva concentracion
vs tiempo entre las 0 y 168 h post-tratamiento. TMR: tiempo medio de residencia. T
Y, el: tiempo medio de eliminacion.




Tabla 25. Parametros farmacocinéticos (media + DE) para Triclabendazol
Sulfona (TCBZS02) obtenidos tras la administracion oral de

Bilevon® (Grupoll, Triclabendazol) por via oral en bovinos.

Par ametros Animal N°

Far macocinéticos

1 2 3 4 5 6 Media DE
T Yfor /h) 176 176 177 175 204 155 177 15
Cmax (ug/ml) 254 210 221 272 240 236 239 22
Tmax (h) 480 480 480 480 720 480 520 98

ABC (0+) (ug.h/ml) 2524,8 1997,0 2340,8 2739,2 25312 2176,6 2384,9 269,2
TMR (h) 102,8 95,6 102,3 96,8 96,8 82,1 95,2 1,7

T %4 (h) 496 441 510 457 457 366 444 56

T % for: tiempo medio de formacién. Cmax: maxima concentracion plasmética.
Tmax: tiempo en que se alcanzael Cmax. ABC (o+): area bajo la curva concentracion
vs tiempo entre las 0 y 168 h post-tratamiento. TMR: tiempo medio de residencia. T

Y, el: tiempo medio de eliminacion.



Tabla 26. Parametros farmacocinéticos (media + DE) para Triclabendazol
Sulféxido (TCBZ.SO) obtenidos tras la administracion oral de

Trisan® (Grupo I, Triclabendazol) por via oral en bovinos.

Parametros Animal N°
Far macocinéticos

1 2 3 4 5 6 Media DE
T Y2for /h) 54 31 4.6 2,5 55 3,7 4,2 1,2
Cmax (ug/ml) 7,9 4,6 7,1 74 4,6 180 83 50
Tmax (h) 180 120 240 180 180 52 159 65
ABC (0+) (Mg.h/ml) 386,2 1786 3200 2941 2166 21/,7 2689 781
TMR (h) 392 350 382 37 410 3H#5 373 2,6
T % (h) 202 201 215 195 208 200 204 07

T % for: tiempo medio de formacién. Cmax: maxima concentracion plasmética.
Tmax: tiempo en que se alcanzael Cmax. ABC (o+): area bajo la curva concentracion
vs tiempo entre las 0 y 168 h post-tratamiento. TMR: tiempo medio de residencia. T

Y, el tiempo medio de eliminacion.




Tabla 27. Parametros farmacocinéticos (media + DE) para Triclabendazol
Sulfona (TCBZS02) obtenidostrasla administraciéon oral de Trisan®

(Grupo 111, Triclabendazol) por via oral en bovinos.

Par ametros Animal N°

Far macocinéticos

1 2 3 4 5 6 Media DE
T Yfor /h) 190 137 157 140 157 99 147 30
Cmax (ug/ml) 307 267 308 269 307 265 287 272
Tmax (h) 720 480 480 480 480 480 520 98

ABC (0+) (ug.h/ml) 30735 2657,5 3237,2 2602,8 2859,5 2476,3 2817,8 293,8
TMR (h) 93,4 94,6 111,7 974 97,9 98,1 98,9 6,6

T Y26 (h) 42,2 489 58,9 493 463 54,0 499 59

T % for: tiempo medio de formacién. Cmax: maxima concentracion plasmética.
Tmax: tiempo en que se alcanzael Cmax. ABC (o+): area bajo la curva concentracion
vs tiempo entre las 0 y 168 h post-tratamiento. TMR: tiempo medio de residencia. T

Y, el: tiempo medio de eliminacion.



Tabla 28. Parametros farmacocinéticos (media + DE) para Triclabendazol
Sulféxido (TCBZSO) obtenidos tras la administracion oral de

Zoliplus® (Grupo IV, Triclabendazol) por via oral en bovinos.

Parametros Animal N°
Far macocinéticos

1 2 3 4 5 6 Media DE
T Y2for /h) 6,7 8,0 8,7 7,0 94 8,1 8,0 1,0
Cmax (ug/ml) 104 114 135 157 131 11,7 126 1,9
Tmax (h) 180 240 300 240 240 240 240 38
ABC (0+) (Mg.h/ml) 4933 5875 660,7 621,8 7016 654,5 6199 73,0
TMR (h) 373 411 41,7 378 451 463 416 3,7
T %d (h) 17,3 181 18,7 17,8 211 222 1972 2,0

T % for: tiempo medio de formacién. Cmax: maxima concentracion plasmética.
Tmax: tiempo en que se alcanzael Cmax. ABC (o+): area bajo la curva concentracion
vs tiempo entre las 0 y 168 h post-tratamiento. TMR: tiempo medio de residencia. T

Y, el tiempo medio de eliminacion.




Tabla 29. Parametros farmacocinéicos (media + DE) para Triclabendazol
Sulfona (TCBZS.02) obtenidos tras la administracién oral de

Zoliplus® (Grupo IV, Triclabendazol) por via oral en bovinos.

Par ametros Animal N°

Far macocinéticos

1 2 3 4 5 6 Media DE
T Yfor /h) 168 174 175 204 136 167 177 22
Cmax (ug/ml) 276 250 342 221 331 254 279 48
Tmax (h) 480 720 480 480 720 480 560 124

ABC (0+) (ug.h/ml) 26956 2681,0 3653,7 21339 3484,0 285/,6 2917,6 563,2
TMR (h) 95,5 110,8 128,7 1120 1314 1556 1223 209

T Y26 (h) 447 50,8 67,8 53,7 65,4 83,4 61,0 141

T % for: tiempo medio de formacién. Cmax: maxima concentracion plasmética.
Tmax: tiempo en que se alcanzael Cmax. ABC (o+): area bajo la curva concentracion
vs tiempo entre las 0 y 168 h post-tratamiento. TMR: tiempo medio de residencia. T
Y, el: tiempo medio de eliminacion.



Tabla 30. Parametros farmacocinéicos (media + DE) para Triclabendazol
Sulféxido (TCBZ.SO) obtenidos tras la administracion oral de

Zolinex dorado® (Grupo V, Triclabendazol) por viaoral en bovinos.

Parametros Animal N°
Far macocinéticos

1 2 3 4 5 6 Media DE
T Y2for /h) 53 7,6 8,8 8,0 7,5 6,9 7,3 1,2
Cmax (ug/ml) 144 133 122 144 182 130 143 21
Tmax (h) 180 240 300 240 240 240 240 38
ABC (0+) (Mg.h/ml) 5929 6782 6681 7942 7723 5945 6834 855
TMR (h) 391 406 474 46,1 406 416 426 34
T %l (h) 191 194 226 226 198 202 206 16

T % for: tiempo medio de formacién. Cmax: maxima concentracion plasmética.

Tmax: tiempo en que se alcanzael Cmax. ABC (o+): area bajo la curva concentracion

vs tiempo entre las 0 y 168 h post-tratamiento. TMR: tiempo medio de residencia. T

Y, el tiempo medio de eliminacion.




Tabla 31. Parametros farmacocinéticos (media + DE) para Triclabendazol
Sulfona (TCBZS02) obtenidostrasla administracion oral de Zolinex

dorado® (Grupo V, Triclabendazol) por via oral en bovinos.

Par ametros Animal N°

Far macocinéticos

1 2 3 4 5 6 Media DE
T Yfor /h) 132 173 201 126 149 183 169 27
Cmax (ug /ml) 329 328 272 332 356 331 325 28
Tmax (h) 720 480 720 720 360 720 620 159

ABC (o+) (ug.h/ml) 3111,0 3409,0 2744,7 3620,3 3595,2 3547,0 33379 3459
TMR (h) 89,0 1119 112;7 1234 97,1 1214 1093 13,6

T Y26 (h) 39,0 56,0 54,6 635 444 618 532 9,7

T % for: tiempo medio de formacién. Cmax: maxima concentracion plasmética.
Tmax: tiempo en que se alcanzael Cmax. ABC (o+): area bajo la curva concentracion
vs tiempo entre las 0 y 168 h post-tratamiento. TMR: tiempo medio de residencia. T

Y, el: tiempo medio de eliminacion.



Bioequivalencia

Tabla 32. Parametr os far macocinéticos (media £ DE) de relevancia en € calculo
de la bioequivalencia, para Triclabendazol Sulféxido (TCBZ.SO)
obtenidos tras la administraciéon oral de diferentes productos
comer ciales conteniendo Triclabendazol (TCBZ) y administrados por

via oral en bovinos.

Grupo experimental Par ametr o far macocinética

ABC (o+) (Mg.h/ml) Cmax (ug/ml)
Grupo | (Fasinex®) 4181 + 60,22 12,1+ 2,672P
Grupo |l (Bilevon®) 446,6 + 66,32 11,5+ 1,13°
Grupo 11 (Trisan®) 268,9+ 781" 83+502
Grupo |V (Zoliplus®) 619,9+73,0° 126+1,92Pb
Grupo V (Zolinex dorado®) 683,4+855°¢ 143+2,1°

Cmax: maxima concentracion plasmética ABC (o+t) area bajo la curva concentracion
vs tiempo entre las 0 y 168 h post-tratamiento. Diferentes letras entre parametros

farmacocinéticas indican diferencias significativas a P<0,05.



Tabla 33. Criterio para la determinacion de bioequivalencia entre las
formulaciones estudiadas. Seevalla el parametro areabajo la curva
concentracion vs tiempo (ABC) para Triclabendazol Sulfoxido
(TCBZ.S0). Los limites de confianza superior o inferior para los
cocientes entre valores de ABC entre grupos experimentales con un
intervalo de confianza del 90% deben estar comprendidos entre €

80-125% para ser considerados bioequivalentes.

Cociente L imites de
Grupos ValoresABC confianza o .
experimentales (medias superior Bloequivalencia
geométricas) einferior

GIl/GI 1,07 1,20/ 0,95 S|
GIll/GI 0,63 0,74/0,53 NO
GIVI/IGI 1,49 1,65/1,34 NO
GV/GI 1,54 1,81/1,48 NO
GIl/GII 0,59 0,70/ 0,49 NO
GIVIGII 1,39 155/1,25 NO
GV/GII 1,54 1,71/1,38 NO
GIVIGIII 2,37 2,80/2,01 NO
GVI/GIII 2,54 3,42/2,00 NO
GV/GIV 2,10 1,21/1,01 S|




Tabla 34. Criterio para la determinacion de bioequivalencia entre las
formulaciones estudiadas. Se evalla € parametro concentracion
maxima (Cmax) para Triclabendazol Sulfoxido (TCBZ.SO). Los
limites de confianza superior o inferior para los cocientes entre
valores de ABC entre grupos experimentales con un intervalo de
confianza del 90% deben estar comprendidosentre el 80-125% para

ser considerados bioequivalentes.

Cociente L imites de
Grupos ValoresABC confianza o .
experimentales (medias superior Bloequivalencia
geométricas) einferior
GIl/GI 0,97 1,10/ 0,85 S|
GIll/GI 0,62 0,83/0,47 NO
GIVI/IGI 1,06 1,21/0,92 Sl
GV/GI 1,19 1,37/1,04 NO
GIl/GII 0,64 0,84/0,49 NO
GIVIGII 1,09 1,20/ 1,00 NO
GV/GII 1,24 1,35/1,13 NO
GIVIGIII 1,70 2,34/1,30 NO
GVI/GIII 1,92 2,5211,47 NO
GV/GIV 1,13 1,25/1,02 S|




Tabla 35. Parametros de validacion de la metodologia analitica para la
determinacién de los metabolitos de Triclabendazol (TCBZ.SO y
TCBZ.SO2) en plasma Sanguineo de Bovinos (n =6) post
administracion oral de Triclabendazol (10 mg/Kg) ya sea como una
formulacion de referencia (RF, Fasinex Novartis) o diferentes
formulaciones de prueba disponibles en el mer cado.

Parametros de TCBZ.SO TCBZ.S02
Validacion
Linealidad (R?) 0,999 0,999
Correlacion (r) 0,996 0,996
Coeficientede Variacion 4,54 5,09
Porcentajede 90,3 92,2

Recuperacion (%)

Exactitud (E.M) (%) -5,44 -4,42

L imite de Deteccion 0,031 0,039
(LD,pg/ml)

Repetivilidad Promedio 5,18 6,04

R2 Correlacion; r: coeficiente de determinacion, C.V: Coeficiente de Variacion, %: de Recuperacion,
E.M: error medio, DL: Limite de Detencion pg/mi, RP: Repetibilidad Promedio.



Tabla 36. Parametros farmacocinéticos. (Media + DE), del plasma de Triclabendazol Sulfoxido, obtenidas después de la

administracion oral de Triclabendazol (12 mg/Kg) para lasterneras (n = 6 por grupo), ya sea como una formulacion

dereferencia (RF, Fasinex®, Novartis), o diferentes for mulaciones de prueba disponibles en e mercado. Importancia

deladiferencia entrelasformulaciones de pruebay RF se da entre par éntesis.

TCBZ.SO0
Par&metros
Ear macodinéticos GI/RF G/l G/l G/\V G/IV
T1/2(for /h) 5,06 + 1,16 5,3+0,9(0,80) 4,2+1,2(0,001) 8,0+1,0(0,05) 7,3+1,2(<0,01)
Cmax (ug/ ml) 12,1+ 2,67 11,5+1,08(0,954) 8,32+ 1,59 (<0,001) 12,6+ 1,88 (0,966 ) 14,3+ 2,11(0,196)
Tmax (h) 19,0+ 2,45 18,0+ 3,80(0,982) 15,9 + 6,46 ( 0,528) 24,0+ 3,79 (0,159) 24,0+ 3,79 (0,159)
ABCOLOQ (ug.h)/ml)  418,1 + 60,2a 446,6 + 66,32 (0,901)  268,9+ 78,1b ( 0,005) 619,9+ 73,0c (< 0,001) 683,4 + 85,5¢( < 0,001)
ABCO oo (pg.h / ml) 419,0 + 60,2 447,4 + 66,5 (0,906 ) 270,5 = 78,6 (0,006) 622,8+745(<0,001) 687,8+86,7(<0,001)
MRT (h) 33,2+2,90 33,9+ 257(0,986) 37,3+ 2,60 (0,093) 41,6 + 3,67 (< 0,001) 42,6 + 3,36 ( < 0,001)
T1/2(h) 17,2+ 1,40 16,5+ 0,78 (0,803) 20,4+ 0,70 (0,001) 19,2 + 1,97 (0,055) 20,6 + 1,57(< 0,001)

T % for: tiempo medio de formacion. Cmax: concentracion en plasma; Tmax tiempo maximo de concentracion en plasma; ABCO- LOQ: érea bgjo la curva de

concentracion frente momento desde 0 hasta el limite de cuantificacién; ABCO- oo: area bajo la curva de concentracion frente al tiempo extrapolado el infinito; MRT:

tiempo medio de residencia; T 1/2: Vida Mediade eliminacion. Letras diferentes en una mismafilaindican diferencia significativa (P<0,05)



Tabla37. Parametros farmacocinéticos (Media + DE), del plasma para Triclabendazol Sulfona, obtenidas después de la
administracion oral detriclabendazol (12 mg/Kg) para lasterneras (n = 6 por grupo), ya sea como una formulacién de
referencia (RF, Fasinex®, Novartis), o diferentes formulaciones de prueba disponiblesen el mercado. | mportanciadela

diferencia entre las formulaciones de prueba y RF se da entre par éntesis.

TCBZ.S02
Par ametros
Far macocinéticos GI/RF Gll Gl GIV GV

T1/2for (h) 155+ 17 17, 7+£15 (0,97) 14,7 + 3,0 (0,372) 17,7 + 2,2(0,003) 16,9+ 2,7 (0,122)
Cmax (ug/ml) 27,7+ 6,89 23,9+ 223(0.975) 28,7+2,21(0,372) 27,9 + 4,80 (0,965) 32,5+ 2,79 (0,122)
Tmax (h) 48,0+ 13,2 52,0 £ 9,80 (0.825) 52,0 + 9,80 (0,825) 56,0 £ 12,4 (0,619) 62,0 £ 16,0 (0,227)
ABCO- LOQ (ug.h/ ml) 2551 + 543a 2385 + 269a (0.900) 2818 + 294b (0,648) 2918 + 563c (0,384) 3338+ 346 ¢ (0,012)
ABCO- o (ug.h/ ml) 2848 + 582 2700 + 336 (0,978) 3277 + 399 (0,545) 3807 + 930 (0,033) 4056 + 548 (0,006)
MRT (h) 90,1+ 8,50 95,2 + 7,69 (0,893) 98,9 + 6,58 (0,580) 122,3 + 20,9 (< 0,001) 109,3 + 13,6 (0,048)
T1/2(h) 42,2 + 5,67 44,4 + 5,60 (0,975) 49,9 + 5,86 (0,372) 61,0 £14,1(0,003) 53,2+ 9,69 (0,122)

T w2 for: tiempo medio de formacion. Cmax: concentracion en plasma; Tmax: tiempo de concentracion en plasma; ABCO- LOQ: area bajo la curva de concentracion
frente momento desde O hasta el limite de cuantificacion; ABCO- co: area bajo la curva de concentracion frente al tiempo extrapolado €l infinito; MRT: tiempo medio

deresidencia; Tv2 €l: Vida Mediade eliminacion.



Tabla 38. Evaluacion de bioequivalencia para diferentes formulaciones de
Triclabendazol evaluados después ddl tratamiento oral deterneras (n
= 6 por tratamiento). Las estimaciones puntuales son relaciones de
las medias geométricas de los parametros farmacocinéticos de
TCBZ.SO. Las formulaciones fueron bien una formulacion de
referencia (RF, Fasinex®, Novartis), o diferentes formulaciones de

prueba disponibles en e mercado.

Grupos  Parametros

Farmacocinético  Puntodeestima. 1C 90% valor dep Bioequivalencia

Cmax 0,97 0,85-1,10 0,734 Si

Prueba ll/RF ABCO-LOQ 1,07 0,95-1,20 0,479 Si
Prueballl /RF Cmax 0,47 0,830,62 0,058 No
ABCO-LOQ 0,63 0,53-0,74 0,005 No

PruebalV /RF Cmax 1,06 0,92-1,21 0,616 Si
ABCO-LOQ 1,49 1,34-1,65 <0,001 No
PruebaV /RF Cmax 1,19 1,04-1,37 0,281 No
ABCO-LOQ 1,64 1,81-1,48 <0,001 No

Cmax: méxima concentracion plasmética pico, ABCO-LOQ: areabajo lacurvade concentracion frente

al momento desde 0 hasta €l limite de cuantificacién; donde los parametros evaluados nos indica que

no son Bioequivalentes a P<0.05.



CAPITULOV
DISCUSION

5.1. Cinética Cromatogr afica Concentracion de M etabolitosdel Plasmabovino
tratado con TCBZ

En € presente trabajo de investigacion demuestra que |os parametros como la
linealidad de validacion en relacion de la concentracion droga/respuesta del
detector, analizando los patrones de TCBZ, y sus metabolitos extraidos desde
el plasma bovino con las concentraciones de 0.5, 1, 3, 5y 15 pg/ml
procedimientos anditicos de TCBZ.SO y TCBZ.SO2 establecieron
coeficientes de determinacion y correlacion (Figura 9 y 10) que fueron
superiores a0.99 (Cercanos alaUnidad), o cua indicaque existe unarelacion
directamente proporciona entre la respuesta del detector (valor de ared) y la
cantidad tedrica correspondiente a la concentracion de analitos presente en
plasma bovino.

Asi mismo, los coeficientes de variacion (Tabla 35) en € plasma estudiados en
ambos metabolitos fueron inferiores al 6%, siendo |os valores menores de 10%
clasificados de bueno a muy bueno.?® Indicando la uniformidad del
experimento, demostrado por € bao valor de porcentge obtenido en la
exactitud de -5,44% para TCBZ.SO y -4,42% TCBZ.SO2, donde € valor
aceptado es hasta £ 20%. La extraccion de los metabolitos desde € plasma
permiti6 obtener adecuados porcentajes de recuperacion (Tabla 35),
comportandose dentro de los valores optimos (90,3 y 92,2%). Los que fueron
superiores a los obtenidos para TCBZ, su principal metabolito en los tejidos
comestibles del bovino tales como e higado, rifion, musculo y grasa, mediante
laHPLC.% Por lo que presenta una afinidad especifica y mayor alo reportado
por otros agentes BZDS cuyo porcentaje de unidn a proteinas plasméticas no

superan & 50%.%

El TCBZ, se ha convertido en el compuesto fasciolisida mas usado en e Peru
y en & mundo, se administra generamente por via oral, por o tanto los fluidos
gastrointestinales son los primeros que interaccionan con € farmaco, el
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proceso absorcion de TCBZ, involucra la disgregacion en sus metabolitos, el
pasaje lento del nivel intestinal condicionala cinética plasmética, a TCBZ.SO
en € higado y e paso de este a la circulacion sistémica. El perfil
farmacocinético de TCBZ, en plasma se ha descrito en diferentes especies, y
seres humanos.?> 2 En bovinos € rumen (Fig. 4) con un PH de 5,5-6,5 se
comporta como un reservorio de reducciéon de TCBZ luego pasa al abomaso
con un PH de 1-3 el cual tiene una accion de disolucion y atrapamiento ionico,
en € intestino con un PH de 6,5-7,5 interviene con un metabolismo reductor y
es el lugar donde se da la absorcion.

La participacion de las enzimas, flavin monooxigenasa (FMO) y el citocromo
(P-450) en la biotransformacion hepatica de TCBZ siguen siendo
desconocidos. La accion de ambas enzimas en sulfoxidacion de TCBZ a
TCBZ.SO y posteriormente a TCBZ.SO2 fue demostrada después de la
inactivacion de la FMO,'® asi esta enzima mediante la sulfoxidacion
representd aproximadamente € 62% de TCBZ.SO y arededor del 48% de
formacion de TCBZ.SO2, mientras que € citocromo P-450 contribuye con €
38% TCBZ.SOy 52 % TCBZ.S02 de los metabolitos oxidados. Asi mismo €
metabolito sulfona se a identificado en F. hepatica, incubada con TCBZ.SO
sobre 3-12 h.1*

Calidad Farmacocinética de los Productos Comerciales Conteniendo
TCBZ y sus Metabalitos.

El andlisis farmacocinética realizado mediante e programa PK solutions
(Summit Research Services, USA). Con la findidad de conocer la
biodisponibilidad de las formulaciones genéricas en estudio de TCBZ, en
términos de absorcion, distribucion, eliminacion y excreciéon a partir de los
parametros de concentracion plasmatica vs el tiempo ABC, Cmax y Tmax, de
los metabolitos TCBZ.SO y TCBZ.SO2 luego de la administracion oral en
bovinos. Losresultados en el Gl, de RF (Fasinex®) y los grupos 11, 111, 1V, y
V, se presentaron en plasmalos metabolitos en tiempos diferentes (Tabla 36 y

37) debido a que & proceso de absorcion de TCBZ.SO involucra la



disgregacion de las particulas de TCBZ, ladisolucion de las mismas, € pasgje
lento y sostenido de estos a sitio absorcion, la oxidacion en e higado por
accion de las enzimas FMO a TCBZ.SO y P-450, a TCBZ.S02% donde la
formacion de TCBZ.SO en la circulacién sistémica se aprecia primero que
TCBZ.S02. En @ Gl de RF, Fasinex® después de 10,44 h; GlI, 12,7 h; Gll|,
10,5hy GV, 9.6 h; siendo laexcepcion € GIV, 0,7 h antesque el TCBZ.S0,%*
estos resultados nos indica que las formulaciones genéricas de TCBZ que
existen en Per(l no tienen los mismos parametros, calidad farmacocinética,
biodisponibilidad, bioequivalenciay eficaciatanto contratrematodos juveniles
como en adultos en su uso generalizado en las especies de rumiantes porque
supuestamente no tiene un control de calidad através de HPLC que exige

maxima garantia seguridad y eficacia.

Asi mismo, como se ha informado de otros medicamentos antiparasitarios de
uso comun, hay muchos paises en los que varias formul aciones genéricas estén
disponibles comercialmente, que se ha relacionado con baga dosificacion y
pobre eficaciaclinica.l®” 1% Lasituacion del mercado farmacéutico veterinario
en Perl, donde TCBZ est4 disponible como diferentes formulaciones de
nombre comercial con una composicion similar, se ha tomado como un
gemplo ilustrativo en e trabgo de investigacion. El objetivo no estaba
dirigido a identificar la mejor preparacion de TCBZ, por € contrario, €
enfoque cientifico tenialaintencion de demostrar lanecesidad de llevar a cabo
estudios farmacocinéticos y/o bioequivalencia comparativas en la especie
animal de estudio durante € proceso de aprobacion de medicamentos. La
cinética de disposicion plasmatica comparativos y bioequivalencia de cinco
formulaciones oradles de TCBZ en bovinos fueron evaluados mantenido
condiciones de campo locales. Sin embargo, la situacion del mercado en
veterinaria en muchos paises de todo e mundo es complgo con la
disponibilidad de un gran nimero de formul aciones comerciales similares, que
Nno son necesariamente similares en la aparente absorcién, la disponibilidad
sistémica o laeficacia clinica



En e Pert existe un promedio de 15 formulaciones de TCBZ disponibles para
su uso en € ganado. El objetivo principal no fue establecer la bioequivalencia
de algunas de las diferentes formulaciones orales de TCBZ disponible, pero
para evaluar su biodisponibilidad relativa, para detectar diferencias en sus
patrones de absorcion y la exposicion sistémica. Una dificultad adicional
rel acionada con la determinacion de la bioequivalencia de las formulaciones de
TCBZ estaba relacionada con € patron metabolito del compuesto fasciolicida
de RF.

De hecho, no se detecta el farmaco original en €l torrente sanguineo después
de su administracion oral, como los metabolitos sulfoxido y sulfona, son los
anicos analitos identificados en e plasma de animales tratados con TCBZ,
después de la absorcion, TCBZ se sulfoxida principalmente a TCBZ.SO y
luego se sulfona a TCBZ.SO2 en oveas 22 y ganado.'®® Como la tasa de
aparicién de metabolito puede ser determinada principalmente por la absorcién
del farmaco y/o la tasa de formacion de metabolitos,** |a bioequivalencia se
debe determinarse a través del metabolito primario TCBZ.SO, que
paraddjicamente, cuenta sdlo con € 20% del importe total de los metabolitos
de TCBZ que se encuentran en € plasma. Por lo tanto, consciente de la
debilidad del disefio experimental, paralelo permitio evaluar la exposicion
sistémica comparativa simultanea de TCBZ después de su administracion oral

como diferentes formulaciones en bovinos.

Existe una escasa disponibilidad de informacion relacionada con este tema en
la literatura cientifica internacional. La comparacion de la exposicion
sistémica del farmaco después de tratar a las ovgas con diferentes
formulaciones genéricas albendazol ha mostrado grandes diferencias entre las
formulaciones?® Ademas, los factores relacionados con la calidad del
ingrediente activo se han asociado con fracaso terapéutico de formulaciones
Rafoxanide genéricos contra Haemonchus contortus en ovejas.’®  Aunque
limitada por € uso de un disefio paralelo, la comparacion actual de TCBZ
pionero y formulaciones genéricas en terneras debe crear conciencia sobre la

necesidad de un mayor control de calidad parala aprobacion de medicamentos
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en el sector farmacéutico veterinario. En general, el producto genérico paraser
considerado al de referencia debe contener 1os mismos ingredientes activos e
inactivos de la misma forma farmacéutica y la concentracion, tener el mismo
pH vy las caracteristi cas fisi co-quimicas como un producto pionero aprobado. 1%
Esto es particularmente relevante para el control de F. hepatica en ganado, que

se enfrenta ala grave amenaza de la evolucion mundia de laresistencia.

Maxima Concentracion Plasmatica y Tiempo Maximo que alcanza los
metabolitos TCBZ.SO y TCBZ.S02.

En & presente estudio la Cmax de TCBZ.SO, se observada diferencia
significativas entre las formulaciones aplicados (Tabla 36), registrando
concentraciones mayores €l GV, (14,3+2,1 pg/ml) en 24+3,8 h, asi mismo €
GV, (12,6£1,9 pg/ml) en 24 h; GI/RF,Fasinex® (12,08+2,67 pg/ml) en
19+2,45 h y el GlI, (11,5+1,1 pg/ml) en 18,0+3,8 h, registrando una menor
concentracion e GlII (8,35 pg/ml) en 15,9+6,5 h, obteniendo una relacién
directamente proporcional los valores de Cmx y Tmx que acanza esta
concentracion durante €l proceso. Los valores son mayores con tiempo similar
a los registrados por,’® quienes redizaron un estudio farmacocinético
comparativo de TCBZ administrado por via ora en bovinos a dosis de 10
mg/K g, registrando valores de concentracion maxima de 10,7+2,32 pg/ml en

15+3,29 h, y diferente a lo mencionado por *°

guien manifiesta que la
administracion de TCBZ, ocasiona una Cmx sanguinea de 15 ppm de TCBZ,
entre 24 y 36 hs después de la aplicacion; esto puede ser debido a la

concentracion ddl farmaco.

LaCmx de TCBZ.SO2 de las formulaciones aplicados (Tabla 37), se registran
en orden descendiente el GIV con (27,9+4,8 pg/ml) en 56.0+12,4 h, GlllI, Gl,
GV, yd Gll (23,9+2,2 pg/ml) en 52+9,8 h, los valores de Cmx promedio son

mayores con tiempo similar alos registrados por 1*3

guienesregistraron valores
de Cmx de 15,6+2,3 pg/ml en 42+6,6 h. De acuerdo con los datos cinéticos
obtenidos previamente en vacas!®® TCBZ.SO y TCBZ.SO2 fueron los
principal es metabolitos recuperados en e plasma después de la administracion

oral de TCBZ, que se ha relacionado a una oxidacion de primer paso que se
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produce principalmente en e higado. TCBZ.SO representd el 14% déel total de
los analitos que se encuentran en el plasma después de la administracion oral
de RF en € estudio actual. El porcentaje de metabolitos de plasma difiere de
la reportada después de la administracion intra-ruminal u oral de TCBZ a
ovgjas # y cabras®® en & que TCBZ.SO representados 37 y 45%,
respectivamente, delos metabolitos de TCBZ total es recuperados en € torrente
sanguineo. Ambos metabolitos fueron recuperados en e plasma durante un
periodo de 168 horas después del tratamiento en € presente estudio. Lagran
persistencia de altas concentraciones de TCBZ.SO y TCBZ.SO2 en €l plasma
en comparaci on con otros antihel minticos de bencimidazol usados en €l ganado
tales como fenbendazol,**¢ Netobimina?®® y albendazol % puede ser debido a
la fuerte union de ambos metabolitos a las proteinas plasméticas.?? Esta
propiedad farmacol 6gica ofrece alguna ventaja a TCBZ en comparacion con
otros antihelminticos Benzimidazoles para su actividad en sangre, la
aimentacion de trematodos adultos, in vivo con TCBZ acumulacion de
metabolito en F. hepatica, parece estar relacionada a su exposicion a farmaco
sistémico.?®? Ademés, TCBZ, TCBZ.SO y TCBZ.SO2 eran capaces de
perturbar a parasito adulto in vitro,'® lo que indica que la accién de TCBZ
puede ser debido alos efectos aditivos del compuesto original y sus metabolitos

principal es disponibles sistémicamente.

Area Bajo la Curva Concentracion vs Tiempo (ABC), entre 0y 168 h pos
Tratamiento de TCBZ y sus Metabolitos

En e presente estudio los parametros farmacocinéticos para TCBZ y sus
metabolitos de las diferentes formulaciones administradas por via ora en
bovinos, alamismadosislasuperficie ABC, vse tiempo entrelainterpolacion
de0 a168 h, laCmx plasméticafueron parael GV, 683,4+85,5 ug.h/ml, GIV,
619,7+73 pg.h/ml, registrando los mayores tiempos medio de residencia de
41,6+3,7y 42,613,4 h, respectivamente, valores diferentes al GI/RF, Fasinex®
418,1+60,2 ug.n/ml y e Gll, 446,6+66,3 ug.h/ml, cuyos tiempos de residencia

fue menores a los anteriores con 33,2+2,9 y 33,9+2,6 h. Siendo la menor €



GllIlI, (268,9+£78,1 pg.h/ml) con un tiempo de residencia media de 37,3+2,6 h
con una probabilidad P<0,05, (Tabla 36). Siendo posible a partir de estudios
extravasculares obtener esta informacién que nos permite conocer €
comportamiento de | as formulaciones genéricas en estudio asi como establ ecer
diferencias y similitudes farmacocinéticas, |os datos obtenidos estén cercanos

a los registrados por,>3

quienes registraron valores de concentracion bgjo la
curvade 525,7 £100,8 pug.h/ml con un tiempo medio de residencia extrapolado
al infinito de 49,9+3,88 h tras la administracion oral de TCBZ aterneros como

suspension comercial (Biofasiolex® Biogénesis S.A. Argentina) adosis de 10
mg/Kg.

El tiempo medio de eliminacion de los farmacos, el GV, tiene mayor tiempo
medio de eliminacion (20,6+1,6 h) seguido por € Glll, (20,4+0,7 h), GIV,
(19,2+2 h), GI/RF, Fasinex® (17,514 h) y e Gll, (16,5+0,8 h),
respectivamente, val ores menores alos registrados por,** quienes encontraron
el tiempo de semivida de éiminacion de 23,8+3,85 h en terneros tras la
administracion oral de TCBZ como suspension comercial (Biofasiolex®
BiogénesisS.A. Argentina) aladosisde 10 mg/Kg. Siendo importante resaltar
que la répida caida de las concentraciones plasmaticas de un farmaco no
siempre esta relacionada a elevado aclaramiento del mismo. Asi mismo, €
farmaco es metabolizado con lentitud, la desaparicion del plasma esta
relacionada con un importante fendmeno de distribucion y/o redistribucion
desde € plasma hacialos tgidos (favorecido por |a elevada liposolubilidad de
la molécula) y no a un eficaz metabolismo, para discriminar s € farmaco
desaparece del plasma por distribucion o por eliminacién, deberiamos estudiar
las concentraciones del mismo en orinay/o materiafecal;*> donde lacurvade
deplecion tieneunavidamediade 22 a24 h. Mé&s del 95% deladosisseelimina

en las heces, aproximadamente 2% en la orinay menos del 1% en laleche. X

El comportamiento farmacocinético de TCBZ.SO2, de las diferentes
formul aciones farmacéuticas administrados a los bovinos (Tabla 37) son para
losgruposV, IV, llI, | Fasinex®, y € grupo |1, registrando lostiempos medio

deresidenciade 109,3+13,6 con un tiempo medio de eliminacion dey 44,4+5,6



h, de las formulaciones estudiadas. Los datos obtenidos son menores a los

mencionados por,3

guienes registraron valores de concentracion ABC, de
1516,7 £697 pg.h/ml con un tiempo medio de residencia extrapolado al infinito
de 99,5+11 con una semivida de eliminacion de 52,9+8,5 h en terneros tras la
administracion oral de TCBZ como suspension comercial (Biofasiolex®

Biogénesis S.A. Argentina) aladosis de 10 mg/Kg.

Sin embargo, la concentracion de las diferentes formulaciones de TCBZ
evaluados en € ensayo actual variaron desde 10 hasta 12,5%, a de RF que
tiene la concentracién més baja (10%). Estas diferencias en la calidad de los
procedimientos de fabricacion, por ejemplo, tamario de particula, superficie de
la estructura de cristal del ingrediente activo, tipo y calidad de excipientes
aplicados para la elaboracion de la formulacién final (suspension) puede
afectar drasticamente la cantidad de farmaco activo disponible lo cual influyen
en laabsorcion anivel gastrointestinal después del proceso de disolucién delas
particulas,'*® una buena comprension de los fundamentos de los sistemas
dispersos es esencial en el desarrollo de una suspensi6n farmacéuti ca adecuada,
donde la dosificacion sigue un camino complicado, la seleccion de los
excipientes adecuados, tales como agentes tensioactivos, de viscosidad y la
distribucion del tamafio de particula en la forma de dosificacion producto
farmacologico fina es un parametro critico que pueda afectar a la

biodisponibilidad y farmacocinéticadel producto final.

El gran nimero de formul aciones comercial es disponibles en muchos paises de
todo e mundo se enfrenta a problema de la falta de informacion sobre sus
patrones de farmacodinamica ABC, Cmx y Tmx. Esto esimportante, dado la
posibilidad de diferencias en los procesos de fabricacion y calidad de los
componentes que puedan existir entre las formulaciones, estas diferencias
pueden afectar sustanciamente la disolucion del farmaco y la absorcion
gastrointestinal, que a su vez podria afectar a la eficacia del farmaco. Es
necesario seguir investigando para asegurar la bioequivalencia de
Antihelminticos antes de su introduccion en € mercado, esto es fundamental,



5.5.

teniendo en cuenta la propagacion en todo € mundo de fracasos terapéuticos

relacionados con laresistenciaen e control de parésitosy F. hepatica.
Bioequivalencia

La biodisponibilidad de un farmaco se define como € porcentgje del mismo
gue alcanza la circulacion sistémica, luego de su administracion por una via
diferente alaintravascular (biodisponibilidad 100 %). La biodisponibilidad es
un aspecto relevante para la mayoria de las formulaciones, dado que desde la
circulacion sistémica los principios activos alcanzan su sitio de accidn
especifico y gercen su efecto. La biodisponibilidad de un farmaco en
particular, se vincula con la velocidad y cantidad con que un principio activo
es liberado de su forma farmacéutica, y queda disponible para su absorcion.
L as concentraciones de farmaco en el sitio de accién o biofase (“ambiente” que
rodea e receptor especifico), son por lo genera dificiles de determinar. En
consecuencia, las concentraciones de farmaco se determinan generalmente en
la circulacion sistémica, dado que las mismas estan directamente rel acionadas
con las alcanzadas en la biofase. Diferencias en € tipo de formulacion y la
posologia empleadas, son dos aspectos relevantes en la biodisponibilidad y
persistencia de un f&rmaco en el organismo.

Los estudios de bioequivalencia, biodisponibilidad relativa son
conceptualmente diferentes. Un estudio de bioequivalencia establece la
comparaci on entre dos formulaciones que contienen el mismo principio activo.
Si las mismas resultan bioequivalentes, la velocidad y cuantia con que €
farmaco se absorbe es similar, independientemente de la formulacién
considerada. Dos formulaciones bioequivalentes son, en un contexto
terapéutico, intercambiablesentre si. Los estudios de bioequivalenciaimplican
la comparacion entre formulaciones de dos pardmetros farmacocinéticos
basicos que caracterizan la absorcion, como son el Cmax y el ABC. El ABC
reflgjala cantidad de farmaco absorbido, independientemente de la velocidad
del proceso de absorcion, y la Cmax indica la cantidad y velocidad de dicho
proceso. Adicionamente, € parametro Tmax puede ser considerado en €

andlisis. Los estudios de biodisponibilidad relativa comparan basicamente el



ABC de un farmaco administrado como una misma formulacién farmacéutica
por dos vias no vasculares diferentes, y/o por lamisma via pero bgjo laforma

de dos formulaciones diferentes.

La bioequivaencia de las diferentes formulaciones evaluadas en relacion ala
considerada de referencia, se estimé a partir de los pardmetros
farmacocinéticos ABC y Cmax. Dado que la droga madre (TCBZ) no se
detecta en plasma, la bioequivalencia se estimé tomando en consideracion el
primer producto metabdlico de TCBZ, TCBZ.SO. Paraque dos productos sean
considerados bioequivalentes, los limites de confianza superior e inferior
(90%) paralos cocientes delosvalores de Cmax, ABCO- LC, y ABCO- oo entre
la Formulacion Test/Formulacion de RF, deben estar comprendidos entre el
0,8-1,25 (Tabla-38). Los resultados obtenidos demuestran gue Unicamente la
formulacion utilizadaen el grupo |1 resulto bioequivalente con lade referencia,
con IC parael ABC comprendidos entre 0,95-1,20 y parael Cmax entre 0,85-
1,10. No pudo demostrarse bioequivaencia entre el resto de las formulaciones
evauadas y la formulacion de referencia.  Estos resultados muestran una
importante diferencia en la biodisponibilidad de TCBZ de acuerdo a producto
comercia utilizado. Dichas diferencias pueden atribuirse a la calidad de los
principios activos, la concentracion real de TCBZ en cada producto, |a calidad
de los excipientes y/o diferencias en los procesos de elaboracion por 1o que
definir un medicamento como bioequivaente frente a otro es una innegable
relevanciadesde el punto de vistade lasalud publica. Sin dudas, asegurar una
similar exposicion plasmaticade el/los principios activos traslaadministracion
de diferentes productos comerciales “similares” es fundamental para optimizar

el tratamiento de F. hepatica.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES

La evaluacion de la biodisponibilidad relativa y cinética cromatogréafica
concentracion de metabolitos en plasma bovino tratado con TCBZ, parala
cuantificacion de TCBZ.SOy TCBZ.S02 fue validado siguiendo estéandares
internacionales del Laboratorio de Farmacologia y Fisiopatologia del
Centro de la Provincia de Buenos Aires (UNCPBA), Tandil Argentina.

. Tras la administracién por via oral de TCBZ en bovinos, TCBZ.SO y
TCBZ.S02 fueron los unicos analitos detectados en € plasma mediante el
andlisis de HPLC. Las formulaciones genéricas evaluadas no presentaron la
misma biodisponibilidad relativa para los parametros farmacocinéticos de
RF,

Laformulacion de RF, Fasinex® y e Gll, fueron |os tinicos bioequival entes,
para ABC, Cmx y Tmx, con un intervalo de confianza de 90%, las
formulaciones genéricas resultaron diferentes (biodisponibilidad), Gllil,
GIV y GV. Las formulaciones GIV y GV, se observG una mayor
biodisponibilidad de TCBZ.SO comparado con € producto de referencia
(Fasinex®). Pero no tuvo las mismas concentraciones de los parametros

farmacocinéticos al de RF.

De acuerdo a los criterios de bioequivalencia, la unica formulacion de
prueba que podria considerarse equivalente alade RF fue laformulacion de
prueba ll, que demostrd una exposicion sistémica equivalente a metabolito
TCBZ.S0O, lo que indica redizar trabgjos de investigacion antes de
introducir un fasciolicida en el mercado farmacéutico Veterinario del Pert

y € mundo.

Esta comparacion de TCBZ pionero, entre los pardmetros de confianza
superior e inferior 0.8 y 1.25, y formulaciones de ensayo en & ganado

aumenta la conciencia y necesidad de controlar la caidad y



biodisponibilidad de sus metabolitos de TCBZ, mecanismo de accion y

tratamiento de F. hepatica, en muchas regiones del mundo.



RECOMENDACIONES

Realizar trabgjos de investigacion similares en otras especies considerando

un patron de referencia ampliamente conocido.

. Sugerir la utilizacion de otros farmacos de calidad farmacocinética que
compitan por las vias metabdlicas que Fasciola hepatica utiliza para
metabolizar €l TCBZ.

Investigacion cientifica de una nueva molécula que forme parte de una
droga més eficaz que las formulaciones genéricas en € tratamiento de F.
hepatica.

Buscar nuevas formulaciones sinergicas de variacion farmacocinética y
diferente mecanismo de accion para € tratamiento de la Fasciolosis que

causa grandes pérdidas econémicas.

No usar frecuente el TCBZ que es la Unica droga con alta efectividad para
el tratamiento de F. hepatica en humanos.

. Concientizar que no se debe usar en ganado en produccién por los residuos
de los metabolitos que queda en leche, queso que estan por sobre € limite

permisible del Codex Internacional.

Investigacion cientifica con productos biolégicos que apoye a la
estimulacion inmunologica del hospedero definitivo y a control de la F.

hepatica.

. A lasingtituciones ligadas a la actividad pecuariaincorporar |os trabgjos de
investigacion para difundir los resultadosy educar alapoblacién en el uso

racionado de TCBZ, que esrelevante en lasalud publica.
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ANEXO

Tabla 12. Valores individuales, medios y desviacion estandar (DE) de
concentraciones (ug/ml) de Triclabendazol Sulfoxido (TCBZ.SO)

en plasmatraslaadministracion oral de Fasinex® en bovinos.

GRUPO | (Fasinex®)

Tiempo Animal Animal Animal Animal Animal Animal

) 1 2 3 4 5 g Media DE
1 000 005 004 O 004 005 003 0,03
3 081 164 161 118 127 108 126 032
6 200 449 379 30l 255 265 308 091
9 652 887 609 560 526 416 610 158

12 11,11 12,09 8,34 8,85 8,21 5,91 908 2,22
18 1421 1567 10,23 13,18 9,86 919 1206 2,66
24 10,36 13,60 8,57 13,28 6,94 835 10,18 2,75
30 8,59 8,83 7,52 10,71 7,25 6,70 827 145
36 7,61 6,33 6,16 7,84 5,04 4,78 6,29 1,26
48 3,40 2,80 3,98 4,64 2,90 2,94 344 0,73
72 0,86 0,81 1,64 1,23 1,05 1,03 1,10 0,30
96 0,23 0,28 0,57 0,42 0,424 0,35 038 0,12
120 0,09 0,13 0,23 0,14 0,169 0,22 0,16 0,05
144 0,05 0,05 0,12 0,07 0,079 0,08 0,08 0,02

168 0,03 0,03 0,05 0,04 0,028 0,04 0,04 0,01




Tabla13. Valores individuales, medios y desviacion estandar (DE) de
concentraciones (ug/ml) de Triclabendazol Sulfona (TCBZ.S02)

en plasmatraslaadministracion oral de Fasinex® en bovinos.

GRUPO | (Fasinex®)

Tiempo Animal Anima Animal Anima Animal Animal

(h) 1 2 3 4 5 g Media DE
1 000 002 000 000 000 002 001 001
3 026 056 042 015 036 030 034 014
6 084 258 165 072 120 112 135 0,68
9 2% 501 351 177 300 230 324 144

12 5,79 10,70 5,80 3,35 5,44 3,83 582 261
18 12,60 20,01 11,17 7,32 10,35 828 11,62 4,53
24 17,32 3043 1495 1220 1253 1300 16,74 6,98
30 23,96 36,30 1987 1692 2148 1822 22,79 7,06
36 29,02 40,26 2402 2003 21,84 19,77 2582 7,85
48 27,52 3886 2668 2282 2466 21,10 2694 6,31
72 25,25 31,47 2854 2050 21,83 1881 2440 4,92
96 16,84 19,53 19,9 1409 1584 11,72 1633 3,16
120 11,67 12,13 14,9 9,90 10,95 859 11,36 217
144 7,97 7,58 10,06 6,39 7,45 5,08 742 1,66

168 5,64 4,29 6,73 4,29 4,52 3,23 4,78 1,22




Tabla 14. Valores individuales, medios y desviacion estandar (DE) de
concentraciones (Lg/ml) de Triclabendazol Sulfoxido (TCBZ.SO)

en plasmatrasla administracion oral de Bilevon® en bovinos.

GRUPO I (Bilevon®)

Tiempo Animal Animal Animal Animal Animal Animal

Media DE

(h) 1 2 3 4 5 6

1 0,08 0,00 0,08 0,05 0,11 0,00 005 0,04
3 2,09 0,94 1,70 1,34 1,74 0,76 143 051
6 513 3,29 5,70 3,50 3,42 2,81 397 115
9 8,21 6,05 8,19 6,61 5,45 5,36 6,64 1,29
12 10,89 8,90 10,24 8,87 7,91 8,19 917 117
18 12,02 12,07 9,89 9,46 1304 1125 11,29 1,38
24 1148 10,04 9,22 1041 1154 9,06 10,29 1,07
30 9,60 10,05 641 8,08 1149 6,61 8,71 2,02
36 7,50 7,63 5,60 7,44 7,49 5,15 6,80 112
48 5,26 5,75 3,48 4,87 4,09 2,51 433 121
72 151 1,68 111 1,46 1,65 0,60 134 041
96 0,45 0,49 0,37 0,57 0,59 0,18 044 015

120 0,14 0,19 0,13 0,21 0,39 0,08 019 011

144 0,05 0,09 0,05 0,07 0,08 0,03 0,06 0,02

168 0,04 0,04 0,03 0,04 0,03 0,02 0,03 001




Tabla 15. Valores individuales, medios y desviacion estandar (DE) de
concentraciones (ug/ml) de Triclabendazol Sulfona (TCBZ.S02)

en plasmatrasla administracion oral de Bilevon® en bovinos.

GRUPO I (Bilevon®)

Tiempo Animal Animal Animal Animal Animal Animal

Media DE

(h) 1 2 3 4 5 6

1 0,02 0 0,07 0,03 0,02 0 002 0,03
3 0,42 0,18 0,42 0,30 0,39 0,24 032 010
6 1,43 0,91 1917 1,29 1,36 1,39 138 032
9 3,22 2,08 4,18 3,22 2,89 3,15 312 0,68
12 5,73 3,87 7,00 6,09 5,38 5,96 567 1,03
18 9,39 7,80 10,59 959 1087 1248 10,12 1,58
24 12,85 9,63 1518 1554 1365 1629 13,86 243
30 1665 1426 1519 17,78 2256 1933 17,63 3,02
36 1965 1570 1966 2522 21,00 2356 20,80 3,34
48 2539 21,04 2205 2724 21,75 2358 2351 240
72 2251 1918 20,75 2409 2402 2022 21,79 2,06
96 1914 1409 1700 209 1869 1413 17,33 280
120 1336 991 11,48 13,77 1506 8,75 12,05 243
144 9,35 7,30 9,29 10,18 7,92 5,69 829 164

168 6,03 4,05 5,50 5,60 4,50 3,29 483 1,06




Tabla 16. Valores individuales, medios y desviacion estandar (DE) de
concentraciones (Lg/ml) de Triclabendazol Sulfoxido (TCBZ.SO)

en plasmatrasla administracion oral de Trisan® en bovinos.

GRUPO |11 (Trisan®)

Tiempo Animal Animal Animal Animal Animal Animal

Media DE

(h) 1 2 3 4 5 6

1 0,07 0 0,04 0,04 0,04 0,04 004 0,02
3 1,45 0,68 1,03 0,76 0,40 0,67 083 0,36
6 4,46 2,38 3,52 2,42 1,27 2,48 275 110
9 6,16 3,79 5,55 5,00 2,64 4,45 460 1,27
12 7,50 4,63 7,03 6,50 3,67 5,27 577 1,49
18 7,93 4,36 6,60 7,43 4,58 5,45 6,06 1,49
24 7,25 3,68 7,12 6,85 4,31 4,92 569 157
30 6,61 2,94 5,79 514 3,85 3,88 4,70 1,38
36 4,90 2,32 4,27 4,07 2,98 2,78 355 1,00
48 3,95 1,41 2,87 2,74 2,46 1,98 257 086
72 1,87 0,63 1,22 0,99 1,03 0,63 106 046
96 0,69 0,26 0,53 0,36 0,40 0,23 041 017

120 0,25 0,11 0,23 0,14 0,14 0,09 0,16 0,06

144 0,12 0,05 0,13 0,08 0,07 0,08 0,09 0,03

168 0,07 0,03 0,08 0,05 0,05 0,04 0,05 0,02




Tabla 17. Valores individuales, medios y desviacion estandar (DE) de
concentraciones (ug/ml) de Triclabendazol Sulfona (TCBZ.S02)

en plasmatrasla administracion oral de Trisan® en bovinos.

GRUPO |11 (Trisan®)

Tiempo Animal Animal Animal Animal Animal Animal

Media DE

(h) 1 2 3 4 5 6

1 0,00 0,00 0,00 0,02 0,03 0,03 001 0,01
3 0,51 0,48 0,35 0,28 0,24 0,30 036 011
6 2,14 2,37 1,67 1,306 1,07 1,64 1,70 049
9 4,46 5,48 4,13 3,50 2,86 3,94 406 0,89
12 7,36 9,45 7,29 6,07 5,79 6,92 714 1,30
18 1414 16,73 11,85 1301 11,33 13,83 1348 1,93
24 21,38 21,26 1942 1897 1695 1947 1957 164
30 2414 2338 2422 2263 2207 2233 2313 0,93
36 2429 2567 2705 2443 2451 2332 2488 1,30
48 2898 26,75 30,79 2693 30,67 2652 2844 198
72 30,72 238 2866 228 2707 2067 2564 381
96 21,68 1519 21,27 1644 1999 1439 1816 321
120 1469 1189 17,20 1248 1344 9,78 1324 254

144 9,76 9,17 1425 9,03 8,90 11,27 10,40 2,08

168 6,39 5,60 8,54 5,71 6,73 5,00 633 124




Tabla 18. Valores individuales, medios y desviacion estandar (DE) de
concentraciones (ng/ml) de Triclabendazol Sulfoxido (TCBZ.SO)

en plasmatrasla administracion oral de Zoliplus® en bovinos.

GRUPO IV (Zoliplus®)

Tiempo Animal Animal Animal Animal Animal Animal

Media DE

(h) 1 2 3 4 5 6

1 0,11 0,08 0,11 0,18 0,18 0,16 0,13 0,04
3 0,97 0,85 1,27 131 1,08 1,19 111 018
6 2,75 2,05 2,85 3,75 2,67 1,87 266 0,67
9 6,94 4,18 4,94 6,64 513 3,91 529 1,25
12 8,62 7,86 7,65 8,48 7,17 5,65 757 1,08
18 1043 11,08 11,59 1340 1043 1156 11,42 1,10
24 9,77 1136 1326 1566 13,13 1168 1248 2,02
30 8,96 10,76 1351 1228 1296 1069 11,53 1,70
36 8,73 10,09 1065 9,66 11,38 1056 10,18 0,91
48 5,65 7,63 8,49 7,42 9,40 9,10 795 1,37
72 1,86 2,96 3,29 1,84 3,99 3,50 291 088
96 0,63 0,91 1,09 0,99 151 1,60 112 037

120 0,21 0,28 0,41 0,36 0,48 0,55 038 0,13

144 0,11 0,14 0,21 0,13 0,28 0,35 020 0,0

168 0,04 0,07 0,08 0,07 0,18 0,17 0,10 0,06




Tabla 19. Valores individuales, medios y desviacion estandar (DE) de
concentraciones (ug/ml) de Triclabendazol Sulfona (TCBZ.S02)

en plasmatrasla administracion oral de Zoliplus® en bovinos.

GRUPO IV (Zoliplus®)

Tiempo Animal Animal Animal Animal Animal Animal

Media DE

(h) 1 2 3 4 5 6

1 0,02 0,02 0,05 0,02 0,03 0,03 003 0,01
3 0,34 0,27 0,40 0,31 0,28 0,36 033 0,05
6 1,33 0,95 131 1,19 1,04 0,89 1,12 0,19
9 3,74 1,98 2,60 2,52 241 2,09 25 0,63
12 6,27 4,06 4,68 3,42 4,02 3,21 428 111
18 12,38 8,75 9,88 8,65 8,39 8,54 943 154
24 1543 11,80 1494 139 1483 1215 13,85 1,53
30 1887 1540 21,44 1544 1970 1450 1756 2,82
36 2505 1949 2462 1669 21,73 18,13 2095 344
48 2760 2461 3425 2207 2921 2535 27,18 4,25
72 24,71 2495 3328 1558 3315 2392 2593 6,63
96 1957 21,28 26,74 1691 29,12 2245 22,68 454
120 1302 1475 2066 11,08 18,09 16,88 1575 3,49

144 8,49 10,86 1766 8,62 1636 1406 12,67 3,94

168 5,84 7,92 1201 6,55 1290 1228 958 317




Tabla 20. Valores individuales, medios y desviacion estandar (DE) de
concentraciones (Lg/ml) de Triclabendazol Sulfoxido (TCBZ.SO)
en plasma tras la administracion oral de Zolinex dorado® en

bovinos.

GRUPO V (Zolinex dorado®)

Tiempo Animal Animal Animal Animal Animal Animal

Media DE

(h) 1 2 3 4 5 6

1 0,05 0,09 0,04 0,09 0,04 0,05 0,06 0,02
3 1,18 1,65 0,59 1,63 0,87 0,83 113 044
6 2,70 3,84 1,73 4,17 2,56 2,25 287 094
9 5,68 7,11 4,46 5,92 6,41 4,50 568 1,05
12 9,51 10,66 6,88 8,80 12,39 8,02 937 196
18 1438 1237 1057 1355 1456 12,37 1297 1,50
24 11,50 1331 11,29 1437 1816 1296 13,60 252
30 1326 13,13 1223 1345 1545 11,77 1321 1,27
36 9,01 10,80 10,93 12,16 13,72 9,79 11,07 1,68
48 6,02 8,11 7,95 9,74 7,98 6,43 7,70 133
72 2,64 3,02 4,50 4,59 3,29 2,67 345 0,88
96 0,87 111 1,50 1,86 1,23 1,15 129 034

120 0,36 0,50 0,71 0,86 0,63 0,48 059 0,18

144 0,16 0,19 0,32 0,39 0,26 0,19 025 0,09

168 0,09 0,11 0,19 0,22 0,14 0,12 0,14 0,05




Tabla 21. Valores individuales, medios y desviacion estandar (DE) de
concentraciones (ug/ml) de Triclabendazol Sulfona (TCBZ.S02)
en plasma tras la administracion oral de Zolinex dorado® en

bovinos.

GRUPO V (Zolinex dorado®)

Tiempo Animal Animal Animal Animal Animal Animal

Media DE

(h) 1 2 3 4 5 6

1 0,05 0,03 0,02 0,04 0,016 0,07 004 0,02
3 0,31 0,40 0,14 0,38 0,20 0,22 027 011
6 1226 1,36 0,57 1412 091 0,88 1,06 033
9 3,02 3,05 1,74 2,78 2,78 2,04 257 055
12 5,83 5,96 3,66 5,04 6,53 4,38 523 1,08
18 1422 1095 8,65 11,56 11,87 1014 11,23 1,87
24 16,33 1600 1281 169 2342 1560 16,86 3,52
30 27,12 2360 1860 2208 28,07 21,88 2356 354
36 2894 2688 2221 2732 3557 2747 28,06 4,33
48 31,16 3283 2393 3293 3381 3208 31,12 364
72 328 3211 2723 3321 3374 3312 3204 242
96 1977 2329 1994 2568 2404 2544 2303 261
120 1474 1934 1500 20,79 1954 2092 1839 280

144 9,09 1348 1090 16,23 1221 1526 12,86 2,68

168 5,75 9,55 8,04 1165 8,06 11,15 9,03 221







