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FARMACOCINETICA DE RICOBENDAZOLE EN RUMIANTES

Palabras clave: ricobendazole, farmacocinética, modelizacion, terneros, ovejas

El objetivo de esta Tesis Doctoral fue realizar un estudio farmacocinético del RBZ en las
especies bovina y ovina y obtener toda la informacion posible de generar mediante un
analisis compartimental. El efecto de diferentes formulaciones farmacéuticas y vias de
administracién sobre la biodisponibilidad (F) y la cinética de los procesos de absorcién
también fue estudiada. El RBZ fue administrado a terneros por via intravenosa (i.v.) en
solucion experimental al 10% en DMSQO, y por las vias subcutaneas (s.c.) e intrarruminal
(i.r.), e intraabomasal (i.a) como solucién comercial al 15% (Sintyotal-R®) y por via i.r. como
suspension experimental al 10%. En ovejas el RBZ fue administrado por las via i.v. en
solucion experimental al 10% en DMSO, s.c. como solucién comercial al 15% (Sintyotal-R®)
e i.r. como suspension al 10%. El comportamiento farmacocinético del RBZ en las dos
especies fue caracterizado por analisis compartimental de los perfiles plasmaticos obtenidos
tras la administracion i.v. El analisis farmacocinético se realiz6 construyendo los modelos
con ecuaciones diferenciales y por regresion no lineal ponderada de minimos cuadrados. El
comportamiento farmacocinético del RBZ fue mejor explicado por un modelo
bicompartimental abierto/ La discriminacion del orden y la velocidad de los procesos de
absorcion se realizaron mediante el método de deconvolucién. En terneros la absorcion del
RBZ tras las administraciones s.c. e i.r. fue mejor explicada por un proceso de orden cero,
mientras que tras la administracién i.r. un proceso de primer orden fue discriminado. En
las ovejas todos los procesos de absorcion fueron de primer orden. Los perfiles obtenidos
tras las administraciones i.v. y extravasculares (e.v.) fueron analizados simultaneamente
para obtener los valores mejor estimados para los parametros farmacocinéticos y las
constantes de velocidad de absorcién de orden cero y de orden uno. No se encontraron
diferencias en el comportamiento farmacocinético del RBZ en las dos especies. El RBZ es
eliminado lentamente presentando un coeficiente de extraccion de 0.029 y 0.032 en terneros
y ovejas respectivamente. Durante todo el tiempo de permanencia en el organismo animal, el
RBZ se encuentra distribuido un 30% en el compartimiento central y un 70% en el
compartimiento periférico. El aparato digestivo de estas especies seria el principal
componente del compartimiento periférico. En terneros y ovejas los valores de
biodisponibilidad tras la administracién i.r. fueron de 38% y 27% respectivamente. El efecto
de un fenémeno de primer pasaje hepatico fue demostrado como poco significativo. Las
pérdidas de RBZ serian producidas por biotransformacion en el tubo digestivo o por
excrecion. Tras la administracion s.c. de RBZ en terneros el valor de F fue de 40% mientras

que en ovejas fue de 90% aproximadamente. En terneros se produjo una marcada reaccion



tisular en el sitio de inyeccién y de F se puede asociar con la biotransformacion de la
molécula en el sitio de inyeccidn. Esto dltimo se corrobora por el aumento de las
concentraciones plasmaticas de su metabolito el albendazole sulfona (ABZS02). En ovejas la
falta de reaccion tisular se asocié con un elevado valor de Fy escasa formacion adicional de
ABZS02. En resumen; la farmacocinética del RBZ tras su administracion e.v. en las
especies en estudio esta influenciada por el tipo de formulacién empleada y las vias de
administracion utilizadas. Esto ultimo produce modificaciones en la cantidad de farmaco
gue ingresa a la circulacion general y en el orden y la velocidad a la que se producen los
mencionados proccsos/ La informacién generada por el andlisis compartimental permiti6 la
construccién de los modelos farmacocinéticos que explicaron la mecanica de los procesos de
absorcion como asi también los hallazgos reportados en la literatura. Este estudio corrobora
que un correcto analisis compartimental y la construccion de modelos farmacocinéticos son
una herramienta eficaz para el conocimiento del comportamiento farmacocinético de

cualquier molécula. /



PHARMACOKINETICS OF RICOBENDAZOLE IN RUMINANTS

Key words: ricobendazole, pharmacokinetics, modelling, calves, sheep

The objective of this Doctoral Thesis was to carry out a pharmacokinetic study of the
ricobendazole (RBZ) in the bovine and ovine species and to obtain all the information as be
as possible to generate by means of a compartmental analysis. The effect of different
pharmaceutical forms and administration routes on the bioavailability (F) and the kinetics of
the absorption processes were also studied. The RBZ was administered to calves in as
experimental 10% solution in DMSO by intravenous (i.v.) route, as commercial 15% solution
(Sintyotal-R®) by the subcutaneous (s.c.), intrarruminal (i.r.), and intraabomasal (i.a) routes
and as experimental 10% suspension by i.r. route. In sheep the RBZ was administered as
experimental 10% solution in DMSO by i.v. route, as commercial 15% solution (Sintyotal-
R®) by s.c. route and as experimental 10% suspension by i.r. route. The pharmacokinetic
behaviour of RBZ in both species was characterized by compartmental analysis of the
plasma concentration profiles obtained after its i.v. administrations. The pharmacokinetic
models were built with differential equations and the pharmacokinetic analysis was
performed by means of least-square nonlinear regression. The pharmacokinetic behaviour of
RBZ was better explained by a two compartmental open model/The discrimination of the
order and the rate of the absorption processes were carried out by means of deconvolucion
method. In calves the absorption of the RBZ after its administrations by s.c. and i.r. routes
was better explained by a zero order processes, while after i.r. administration a first order
process was discriminated. In sheep the absorption processes were better explained by first
order processes. The obtained profiles after i.v. and extravascular (e.v.) administrations were
analyzed simultaneously to refine all the pharmacokinetics parameters and the values of the
first and zero order constants of absorption. Not differences were found in the
pharmacokinetic behaviour of RBZ in both species. The RBZ was slowly eliminated from the
ruminant organisms presenting a low coefficient of extraction i.e. 0.029 and 0.032 in calves
and sheep respectively. During all the time of permanency in the animal organism, the RBZ
is distributed 30% in the central compartment and 70% in the peripheral compartment. The
digestive tract of these species would be the main component of peripheral compartment. In
calves and sheep the F obtained after the i.r. administration were 38% and 27%
respectively. The effect of a hepatic first-pass phenomenon was demonstrated to be not
significant. The losses of RBZ would be produced by its biotransformation into the
alimentary tract or by excretion. After s.c. administration of RBZ in calves F was 40% while
in sheep it was 90% approximately. In calves a marked tissue reaction took place in the

injection site and the observed low F value can associate with biotransformation of the



molecule at this level. This last is corroborated by the increase of the plasma concentrations
of its metabolite the albendazole sulfone (ABZS02). In sheep the absence of a tissue of
reaction was associated with the observed high value of F arid a little additional formation of
ABZS02. In summary, the pharmacokinetics of RBZ after its administration by e.v. routes
in the species under study was influenced by the type of formulation used and the
administration routes assayed. That produces modifications on the quantity of drug that
enters into the general circulation and in the order and the rate that all the aforementioned
processes take place/ The information generated by the compartmental analysis allowed us
the construction of pharmacokinetic models which were able to explain in a mechanical
sense the absorption processes and to understand the discoveries reported in the literature.
This study corroborates that a compartmental analysis performed in the good way and the
construction of pharmacokinetic models are an effective tools for the knowledge of the

kinetic behaviour of any molecule. /



CAPITULO I

Introduccion General



I.1. ANTIHELMINTICOS ¢ INDUSTRIA FARMACEUTICA

La enorme densidad poblacional del planeta ha planteado para la humanidad
importantes desafios y uno de ellos es la imperiosa necesidad de mejorar la produccion de
alimentos utilizando racionalmente los recursos naturales los que son cada vez mas escasos
a consecuencia de la devastacién y la contaminacién ambiental. En este sentido, la
Medicina Veterinaria juega un importante papel en la prevencién y el control de las
enfermedades que afectan a las distintas especies de animales que son usadas como fuente
de alimento por el hombre. Dentro de las enfermedades con impacto en la produccion
animal las parasitosis son sin lugar a dudas una de las mayores causas de pérdidas en ¢l

rendimiento de los sistemas de produccion.

Sin embargo a pesar de disponerse de un importante arsenal terapéutico para el
tratamiento y control de las mismas las pérdidas econémicas que estas producen
anualmente siguen siendo elevadas. Al mismo tiempo dia a dia nos enfrentamos a un grave
problema que es la aparicion de cepas de parasitos resistentes a los antihelminticos

disponibles en el mercado.

Los elevados costos que demandan la investigacién y el desarrollo de nuevas moléculas
de farmacos para ser usadas en el tratamiento y la prevencion de enfermedades en los
animales de produccidén y la pequefia fraccion que la industria farmacéutica veterinaria
representa dentro del mercado farmacéutico proporcionan un pequefio incentivo para el
desarrollo de nuevas moléculas de antihelminticos.#?! En vista de esto se espera que en los

proximos afnos no se-produzcan importantes descubrimientos en este campo.

Actualmente los esfuerzos en la industria farmacéutica veterinaria estan siendo
oricntados a mejorar la eficacia de los antihelminticos que estan en este momento
disponibles en el mercado. 41 El punto de partida para maximizar la eficacia de los mismos
debe lograrse mediante un profundo estudio de la fisiologia tanto del animal hospedador
como de los parasitos y de la farmacocinética las moléculas de los antihelminticos en uso.
Esto debe constituir el pilar fundamental a partir de!l cual mediante la modificaciéon de las
formulaciones farmacéuticas lograr mejorar la biodisponibilidad y la permanencia de los

mismos en el animal tratado.

Dentro del arsenal terapéutico antihelmintico que disponemos en medicina veterinaria,
los compuestos benzoimidazélicos (BZDs) ocupan un importante lugar. Estos presentan dos
bondades importantes como son: el amplio espectro de accién sobre parasitos internos del

bovino y ovino y su baja toxicidad.



1.2. LOS AGENTES BENZOIMIDAZOLICOS

En este apartado se describen los aspectos mds relevantes de la farmacocinética de estos
agentes en las especies rumiantes. Se hace referencia a los compuestos mas usados en la
actualidad en particular al albendazole (ABZ) que es la molécula madre del ricobendazole

(RBZ), del cual su comportamiento farmacocinético es el objeto de estudio de esta Tesis
Doctoral.

1.2.1. Historia y propiedades fisico quimicas

A partir de la década del 60, los benzoimidazélicos (BZDs) han llegado a ser uno de los
grupos de antihelminticos mas utilizados en medicina humana y veterinaria. El
descubrimiento hecho en el afio 1961 por Brown y colaboradores (13) acerca de la actividad
antihelmintica del thiabendazol sobre nematodos gastrointestinales fue el punto de partida

para la obtencion de-otros agentes BZDs con mayor espectro y margen de seguridad.

Los BZDs son quimicamente bases débiles con un pK, de 6.8 a 7.8 que presentan poca
solubilidad en agua la que se incrementa a bajos valores de pH. Estas caracteristicas hacen
que estos farmacos generalmente se encuentren disponibles en forma de suspensiones para

administracion oral o intrarruminal (i.r.) a bovinos y ovinos.

La solubilizaciéon de estos agentes para ser administrados por via parenteral y su
efectividad fueron reportadas en el afio 1978 22 y en los ultimos afios una formulacion
inyectable a base de ricobendazole (RBZ) para su uso s.c. en bovinos fue introducida en el

mercado farmacéutico latinoamericano.

1.2.2. Estructura quimica, clasificacion y espectro
El nuacleo quimico de los BZDs esta conformado por un anillo benceno fusionado en

posicion 4 -5 con un anillo imidazélico (Figura 1. 1).

4 3
6
7 1

Figura I.1. Nucleo quimico central de los compuestos benzoimidazolicos



Entre los cientos de derivados probados los que tienen mayor actividad terapéutica son
aquellos que tienen modificaciones en la posicién 2 y 5 o en ambas del anillo BZD (109 ver

figura I.1.

Sucesivas modificaciones en la estructura del anillo benzoimidazol (BZD) dieron lugar a
la siguiente clasificacion farmacolégica:

- Benzoimidazoles tiazoles: thiabendazole (TBZ), cambendazole (CBZ).

- Benzoimidazoles metilcarbamatos: parbendazole (PBZ), mebendazole (MBZ), albendazole
(ABZ), ricobendazole (RBZ)*, febendazole (FBZ), oxfendazole (OFZ), luxabendazole (LBZ),
oxibendazole (OBZ), ciclobendazole (CBZ).

- Benzoimidazoles thioles halogenados: triclabendazole (TCBZ).

- Pro-benzoimidazoles: tiofanato (TFN), febantel (FBT), netobimin (NTB).

* Actualmente disponible en solucién para su administracién s.c. en bovinos.

Dada la gran variedad de especies de parasitos internos sobre los cuales son efectivos los
compuestos BZDs se los considera como antihelminticos de amplio espectro. (193 En la
Tabla I.1. se puede apreciar el espectro de los principales antihelminticos del grupo usados

en bovinos.

Tabla I1.1. Espectro de los principales agentes benzoimidazoélicos

R S P T R R R Ty SRR N e AT T P ORI R e T e e T
| S AIINaWY AVWIWY . LSIVAL Y TBIVA § - LEIVE IEWE - I EIHES 1 GOWVIE GUURE .

TBZ 2-3 2 0 0 0

ABZ 3 3 2 3 2-3

FBZ 3 3 2 2-3 0

OFZ 3 3 2 2-3 0

FBT 3 3 2 2-3 0

NTB 3 3 2 3 2-3

1CB J

Los valores numéricos representan aproximadamente la siguiente escala de eficacia:
3 =95-100 %; 2 = 80-95 %; 1 = < 80 %; 0 = sin actividad (67)

1.2.3. Farmacocinética
1.2.3.1. Absorcion

La absorcion de los BZDs a partir del tracto gastrointestinal es influenciada por la
estructura quimica de los mismos, las formulaciones usadas y factores estrechamente

relacionados a la especie animal. (19
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Cuando los BZDs son administrados por via oral o i.r. en forma de suspension las
particulas del farmaco deben disolverse en los fluidos gastrointestinales para facilitar la
absorcion de las moléculas a través de la mucosa intestinal. Dada las caracteristicas de
base débil de estos compuestos (pKa 6.8 - 7.8) los mismos se disuelven en pH acido siendo
el abomaso (pH 2-3) el principal sitio de disolucion en las especies rumiantes. En el
intestino delgado la presencia de un pH préximo al pKa de estos compuestos determina que
una gran proporcion de los mismos se encuentren en forma no ionizada lo que permite la
absorcion de los mismos. ©% Estos procesos son evitados con las formulaciones de uso
parenteral al permitir que el farmaco en solucién ingrese rapidamente a la circulacién

general desde su-sitio de inyeccion.

Por lo tanto se deduce que la velocidad de absorcion de los compuestos BZDs
administrados por via enteral depende del tiempo en que las moléculas en solucién tarden

en llegar al intestino delgado.

Cuando la suspensiéon antihelmintica ingresa al rumen las particulas del farmaco se
mezclan con su contenido y se-asocian en forma reversible al material particulado de la
dieta lo que contribuye en gran manera a la permanencia de estos farmacos en la cavidad
ruminal. 8 La velocidad de pasaje de la ingesta a través del rumen determina el grado con
que los BZDs abandonan este 6rgano y de esta manera el rumen se comporta como un
reservorio que- retarda el pasaje de- estos compuestos hacia el tracto digestivo posterior
prolongando asi su absorcion y por ende la permanencia de los mismos en el organismo del

animal. 79

Cuando los BZDs son administrados por via oral puede producirse el cierre esporadico de
la gotera esofagica provocando que gran parte de la dosis ingrese directamente al abomaso
(19)87) evitando su pasaje por el rumen y su efecto reservorio 66 acortando de esta manera el
tiempo durante el cual se produciria la absorcién. La consecuencia de ese fendmeno-es una

baja biodisponibilidad sistémica de los compuestos BZDs y sus metabolitos activos. #7)

Dado que la permanencia en el organismo de los BZDs administrados por via oral o i.r.
esta condicionada por la velocidad de pasaje de la ingesta a través de la cavidad ruminal,
esta puede alterarse significativamente por el tipo y la calidad de la dieta ingerida durante el
tratamiento. 53 83 En efecto, las dietas de baja digestibilidad con alto contenido de materia
seca y fibra abandonan la cavidad ruminal lentamente dando como resultado
concentraciones plasmaticas mas elevadas y mas prolongadas que aquellas obtenidas con
las dietas verdes las que al! ser facilmente digeridas abandonan rapidamente la cavidad

ruminal. 5}46)
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De hecho la velocidad de pasaje de la ingesta puede disminuirse mediante un ayuno
previo al tratamiento. Esta practica prolonga la liberacion del farmaco desde el rumen y que
da como resultado mayores concentraciones plasmaticas durante un periodo mas
prolongado. (92)

1.2.3.2. Distribucién

El pH plasmatico determina que una gran proporcién de los farmacos BZDs ingresados a
la circulaciéon general se encuentren es estado no-ionizado lo que facilita su difusién hacia
otros tejidos. ©9 El gradiente de pH existente entra el plasma y €l tubo digestivo permite que
los BZDs vuelvan ingresar al mismo. Este fendmeno es mas notorio en el abomaso donde
por efecto de la acidez de su contenido (pH 2-3) los BZDs se concentran per un-efecto de

atrapamiento iénico. 9

El fendmeno de difusién hacia la luz del tubo digestivo permite que un BZD como el RBZ
pueda ser administrado: por via parenteral y ejerza su accion sobre los parasitos de
localizacion digestiva como lo demuestran las elevadas concentraciones de RBZ logradas en

abomaso luego de su administracion s.c. a bovinos. ©9)

Los BZDs pueden entonces volver a reingresar a la circulacion general estableciéndose
un proceso de recirculacién que determina que las concentraciones de los BZD entre ambos
compartimentos estén estrechamente relacionadas. Este fenémeno de recirculacion de los
BZDs entre plasma y ¢l tubo digestivo tiene mucha importancia con respecto a la efectividad
de los mismos ya que aquellos parasitos localizados en la mucosa abomasal o intestinal
estan mas expuestos al farmaco que por distribucién ingresa a las mismas desde plasma

que al farmaco que pasa a través del lumen intestinal sin ser absorbido. 67

1.2.3.3. Biotransformaciéon

Los compuestos BZDs y pro-BZDs son ampliamente biotransformados en el organismo
animal dando como resultado la presencia y permanencia de sus metabolitos activos e
inactivos en el mismo. 9 Los farmacos pro-BZDs como ¢l NTB y el FBT son sometidos a
reacciones enzimaticas que dan como resultado la formacién de ABZ y FBZ respectivamente.
En el caso del NTB el proceso de biotransformacion se produce con mayor eficiencia en el
rumen por accion de la flora. €% En cambio la biotransformacion del FBT a FBZ es llevada a

cabo con mayor eficiencia en el higado. (%

Para los BZDs la sulfoxidacion microsomal hepatica es la via metabdlica comun. Los
BZDs son sometidos a procesos de fase I que tienen como finalidad transformar los

compuestos antedichos en sustancias mas polares e hidrosolubles por oxidacion, reduccion
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o hidroxilaciébn que faciliten las reacciones de fase II con la formacién de glucur6nidos o
sulfatos. (66)

Los compuestos metilcarbamatos como FBZ y ABZ poseen en la posicién 5 del anillo
benzoimidazol un puente de azufre con el que se unen a un grupo quimico de sustitucién.
Este atomo de azufre es sometido a un primer proceso de oxidacién dando como resultado
los metabolitos sulféxidos OFZ y albendazole sulféxido (ABZSO)} también conocido como
RBZ los que son menos activos que sus moléculas madres @2 (Figura 1. 2). Esta primera
reaccion oxidativa es un proceso reversible llevado a cabo por el sistema de la flavin-
monooxigenasa (FMO) dependiente del NADPH 4. Los metabolitos sulféxidos son sometidos
a una nueva oxidacion en el mismo atomo de azufre dando como resultado metabolitos
sulfona que son inactivos siendo esta segunda reaccién de tipo irreversible que esta

mediada por el sistema citocromo p-450 (191 (Figura 1. 2).

La sustitucion del anillo BZD en la posicion 5, es de particular importancia en la
determinacién del destino metabdlico de los BZDs metilcarbamatos. En el caso del ABZ esta
sustitucion es una cadena alifatica mientras que en €l caso del OFZ es una estructura
aromatica. Estas diferencias estructurales producen diferencias en la velocidad los procesos

de sulfoxidacion. (40

Cuando el ABZ ingresa al higado via circulacién porta es rapidamente oxidado a RBZ sin
ser posible detectarlo en plasma. 34 Por el contrario el FBZ es oxidado mas lentamente por
lo que si puede ser detectado en plasma. Esta lentitud metabdlica sumada al fenomeno de
recirculacion plasmatico-entérica redunda en prolongados tiempos de residencia plasmatica

para el FBZ y OFZ en comparaciéon con el RBZ, ¢7)

En las especies rumiantes son de particular interés las reacciones metabdlicas llevadas a
cabo en los liquidos ruminales e intestinales mientras que en ¢l higado predominan las
reacciones de tipo oxidativo. Contrariamente la flora digestiva es muy activa en reacciones
de reducciéon. ©3 Los farmacos BZDs pueden ser biotransformados a sus metabolitos
inactivos sulfona por accién de la flora ruminal e intestinal. Pero la trascendencia del
metabolismo de los BZDs en los fluidos digestivos reside en el hecho de que los metabolitos
sulféxidos tales como OFZ y RBZ pueden ser nuevamente reducidos a sus moléculas
madres FBZ y ABZ. (14 (60 Como el ABZ y el FBZ son mas activos que sus metabolitos
sulféxidos esta reduccién bacteriana tiene relevancia en la eficacia sobre los parasitos

gastrointestinales. (49



Febendazole

A e

NH

]

Oxfendazole
0O
@ﬁxmm

Oxfendazole sulfona

O -
S e
NH

13

Albendazole

G4 G4 G s@%c_mm
NH
]

Ricobendazole

0
I
G4 G O S‘Of%c——mm
- TNH

Albendazole sulfona

O
L et |
ot v
NH

Figura I. 2. Pasos metabodlicos para la biotransformacion de febendazole y albendazole.



14

1.2.3.4. Eliminacién

Los metabolitos del los BZDs son excretados mayoritariamente por orina. También un
porcentaje puede ser excretado por bilis mientras que las moléculas madres que son poco
hidrosolubles se excretan por orina pero fundamentalmente por heces bien como fraccién de
la dosis oral no absorbida o como fracciéon absorbida que ha pasado desde la circulacién
sistémica al tracto digestivo. 25

Los derivados alifaticos como el ABZ luego de ser sometidos al proceso de sulfoxidacién
son lo- suficientemente polares como para excretarse mayoritariamente por orina y los
metabolitos biliares son excretados por las heces en forma directa o después de la
recirculacion entero hepatica. 67 En contraste, la posicion 5 del FBZ al estar bloqueada por
un grupo fenilo retarda su metabolismo a un compuesto mas polar ya que junto con la
porcion metilcarbamato le da a la molécula un caracter hidrofébico, por lo que esta es

excretada en gran medida por la via biliar con una lenta eliminacién urinaria. 43

1.2.4. Farmacodinamia

Existen pruebas de peso para considerar que la accion nematodicida de los BZDs es
ejercida por la disrupcion de la estructura microtubular del parasito por su union selectiva
a la proteina B tubulina. 53 Los microtibulos forman parte del citoesqueleto celular y estan
implicados en el transporte de nutrientes 7 y la constitucién del huso mitético durante los
procesos de division celular. 6 La unién BZDs-B tubulina produce una disrupciéon en la
formacion de los microtibulos alterando el equilibrio microtibulos-tubulina y de esa

manera el funcionamiento celular a-estos niveles. 59

Por lo tanto el mecanismo de accién de estos farmacos consiste en comprometer las
funciones vitales del parasito. De lo expresado s€ deduce que para provocar la muerte del
parasito se precisa un determinado tiempo de contacto farmaco-parasito. Por esa razon los
farmacos BZDs deben alcanzar el sitio de localizacion del parasito donde debe permanecer
en concentraciones adecuadas por el tiempo necesario hasta que se produzca la muerte del
mismo. Se deduce entonces que la farmacodinamia de estos farmacos esta estrechamente

relacionada con su farmacocinética. 7

En este sentido los farmacos originales como ABZ y FBZ presentan mayor efectividad que
sus respectivos metabolitos sulféxidos ABZSO (RBZ) y OFZ debido a su mayor capacidad de
penetracién a las células del parésito y a su afinidad por unirse a la g tubulina 81 y aunque
estos ultimos son menos efectivos que sus moléculas madres sus caracteristicas
farmacocinéticas hacen que estos metabolitos sean también los responsables de la accion

antihelmintica sobre los parasitos de localizacién extra digestiva. 73
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1.3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE TRABAJO

1.3.1. Supuestos béasicos
El RBZ se encuentra actualmente disponible en el mercado latinoamericano en forma de
solucion inyectable para su administracién s.c. a bovinos. La mencionada formulacién

tendria ventajas sobre las clasicas formulaciones en forma de suspensiones como ser:

Mayor facilidad de administracion con menor riesgo para el operador.

- Permitir una correcta dosificaciéon evitando la pérdida de la dosis por indocilidad de los

animales o por regurgitacion de la misma.

- Evitar el posible by-pass ruminal por cierre esporadico de la gotera esofagica.

- Evitar la disminucién de la biodisponibilidad provocada por la biotransformacion de los
compuestos en los fluidos digestivos y por la accidon enzimatica de la fraccion

microsomal hepatica previo ingreso del farmaco a la circulacion general.

- Como consecuencia de lo anterior, permitir que una mayor fracciéon de la dosis

administrada ingrese a la circulaciéon general.

Sin embargo las formulaciones para uso s.c. presentan la desventaja de evitar el rumen
como sistema reservorio y eso tendria consecuencias negativas sobre el tiempo de

permanencia del farmaco en el organismo.

Aunque la administracion del RBZ como solucién por via s.c. ha sido reportada en
bovinos 69 creemos que serian necesarios nuevos estudios para obtener un conocimiento
mas acabado acerca del comportamiento farmacocinético de este tipo de formulaciones en la

especie bovina.

Por otra parte la farmacocinética del RBZ administrado en forma de solucion por via s.c.
en ovinos no ha sido reportada aun, por lo que creemos importante la realizacion de este

estudio en la mencionada especie.
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1.3.2. Hipétesis experimentales

Sobre la base de los conceptos hasta aqui expuestos se proponen las siguientes hipotesis
de trabajo:

- La persistencia en plasma del RBZ administrado por la via intravenosa (i.v.) es menor a

la que se obtiene luego de las administraciones i.r. y s.c.

- La biodisponibilidad del RBZ administrado como solucién por la via s.c. es mayor a la

que sec obtiene por la via i.r.

- El periodo de persistencia en plasma del RBZ administrado por via s.c. es menor al

hallado luego de su administracién por via i.r.

- La biodisponibilidad y la persistencia del RBZ en plasma luego de su administracioén s.c.

estan netamente vinculadas a la formulacion del preparado.

1.3.3. Objetivos
1.3.3.1.0bjetivos generales

- Estudiar el comportamiento farmacocinético del RBZ en las especies bovina y ovina
sanos y libres de parasitos a partir de los perfiles plasmaticos obtenidos tras su

administracion i.v.

- Obtener toda la informacién farmacocinética que es capaz de ser generada a partir del

analisis compartimental de los mencionados perfiles.

- Estudiar la cinética plasmatica del RBZ en bovinos y ovinos sanos y libres de parasitos

tras su administraciéon extravascular.

- Estudiar la cinética del proceso de absorciéon del RBZ cuando éste es administrado por

via extravascular usando diferentes formulaciones farmacéuticas.

- Proponer los modelos farmacocinéticos que expliquen y describan adecuadamente los
perfiles plasmaticos del RBZ obtenidos tras su administraciéon extravascular utilizando

diferentes vias de administracién y diferentes formulaciones farmacéuticas.

- Correlacionar la informacion generada con los modelos propuestos y los hallazgos

reportados en la literatura.
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1.3.3.2. Objetivos especificos

A partir del sujeto de estudio de esta Tesis Doctoral, los objetivos especificos que se
plantearon fueron los siguientes:

Realizar un estudio profundo de la farmacocinética.

Conocer y saber utilizar los distintos paquetes informaticos disponibles para la
realizacion de los estudios farmacocinéticos de rutina y para el desarrollo de modelos
farmacocinéticos.

Profundizar conocimientos en el area de la modelizacion.

Desarrollar modelos farmacocinéticos.

Conocer y saber utilizar los distintos test estadisticos para la evaluacion de los

resultados obtenidos.

Adquirir disciplina de trabajo en un laboratorio de farmacologia y a la vez practica para

realizar las actividades corrientes que alli se realicen:
-Conocer las normas de precaucion para trabajar con muestras de origen biologico.
-Recepcion e identificacion de muestras.
-Extraccion de farmacos o metabolitos de diferentes matrices bioldgicas.

-Deteccion y cuantificacion de los mismos mediante la técnica de la cromatografia

liquida de alta resolucion.
Aprender a redactar protocolos de trabajo.

Adquirir practica para realizar muestreos experimentales tanto en condiciones de

laboratorio como a campo.

Aprender a redactar informes finales y articulos de divulgacion.



CAPITULO 11

Materiales y Métodos
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En este capitulo se describen los materiales y los métodos generales usados para el desarrollo

de todos los experimentos realizados. Los materiales y métodos especificos se describen en
los capitulos correspondientes.

II.1. FASE ANIMAL

II.1.1. Animales experimentales
Para la realizacion de los experimentos en la especie bovina se utilizaron terneros raza
Holstein, machos, sanos y libres de parasitos con un peso comprendido entre 150 y 170 kg.

Los animales fueron identificados con caravanas.

Para la realizacion de los experimentos en la especie ovina se utilizaron ovejas adultas
raza Corriedale, hembras, sanas y libres de parasitos, con un peso comprendido entre 40 y

50 kg. Los animales fueron identificados con caravanas.

I1.1.2. Condiciones de mantenimiento de los animales

En el caso de los bovinos, estos fueron alojados en corrales en los cuales tuvieron libre
acceso a una pastura a base de alfalfa donde el agua fue provista ad libitum. Los ovinos
fueron alojados en corrales en los cuales fueron alimentados con fardo de alfalfa de buena
calidad, igualmente el agua fue provista ad libitum. Las condiciones de alojamiento y
alimentacion descriptas arriba se mantuvieron durante todo el tiempo en que se
desarrollaron las experiencias y todo momento los animales fueron conducidos de la

manera mas humanitaria posible evitando el innecesario sufrimiento de los mismos.

I1.1.3. Tratamiento y toma de muestras

Las administraciones por via i.v. se realizaron en la vena yugular derecha previa
depilacion e higiene de la zona. Las administraciones por via i.r. se realizaron en la zona del
hijar en el flanco izquierdo con aguja hipodérmica atravesando piel, capas musculares,
peritoneo y pared ruminal. Las administraciones por via s.c se realizaron en la region de la

tabla del cuellio del lado derecho de los animales, previa higiene de la misma.

Las administraciones por la via i.a. se realizaron Unicamente en la especie bovina por
puncion de la cavidad abdominal con aguja hipodérmica en una region algo por delante de
la mitad de la distancia entre el cartilago xifoides y el ombligo segiin técnica descripta por
Rosemberger. ©2)

Las muestras de sangre se obtuvieron por venipuncion de la vena yugular izquierda en
ambas especies previamente y a los 1, 5, 15, 30, 45, 60 y 90 minutos y 2, 4, 6, 8, 10, 12,
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18, 24, 30, 36, 48, 60, 72, 84 y 96 hs postratamiento. Las muestras se colocaron en tubos
de vidrio heparinizados y €l plasma fue separado por centrifugacion. El plasma asi obtenido
se colocé en viales que fueron almacenados a una temperatura de -20°C hasta su analisis.

I1.2. FASE ANALITICA

I1.2.1. Andlisis cromatogrifico

Para la deteccion y la cuantificacion de RBZ y ABZSO2 se utilizd un equipo
cromatografico compuesto por una bomba de gradiente GILSON 307, una columna de fase
reversa Konik-TECH, SPHERISORB ODS2, 5 ym 25/0.4 y un detector GILSON UV/VIS-155
de longitud de onda variable siendo la maxima absorbancia para los analitos de 292 nm.
Las condiciones operativas usadas fueron las descriptas por Marriner y col. 79 utilizando
mebendazole (MBZ) como estandar interno. La fase médvil se compuso de una mezcla se
metanol: agua en proporcion 80:20 + 1ul de acido perclérico (1,1% p/v) por mL de solucion
preparada. El flujo de la fase mévil fue de 1 mL/minuto. Con estas condiciones operativas
los tiempos de retencion para RBZ, ABZS02 y MBZ fueron de 2.30 min, 3.03 min y 4.26

min respectivamente tal como se observa en la figura II.1.
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Figura II.1. Cromatograma en donde se puede apreciar la separacién y los tiempos de
retenciébn de albendazole sulfona (ABZS02), ricobendazole (RBZ) y el estandar interno

mebendazole (MBZ).



21

I1.2.2. Extraccida fisico-quimica de los analitos

Las moléculas de RBZ, ABZSO y MBZ fueron extraidas de la matriz plasmatica utilizando
la técnica reportada por Galtier y col. % modificada. Un mL de plasma problema fue
enriquecido con 1 ng de MBZ como estdndar interno. A esta muestra se le adicionaron 10
mL de acetato de etilo calidad HPLC. Luego de agitar en vortex durante 15 min, se retir6 el
sobrenadante se evapord a seco bajo atmdsfera de nitrogeno. El residuo se disolvié en 0.25

mL de fase moévil para analizarse posteriormente.

I1.2.3. Cuantificacién de los analitos

La cuantificacion del RBZ y del ABZSO2 se realiz0 mediante €l método del estandar
interno en donde la concentracion de estos en la muestra plasmatica fue estimada sobre la
base de la relacién entre sus areas y la del estandar interno. Los calculos de las areas de los
analitos y del estandar interno, las rectas de calibracién entre las relaciones
analito/estandar interno y las correspondientes concentraciones de RBZ y ABZS02 y la
estimacion de las concentraciones de RBZ y ABZS02 en las muestras experimentales fueron

realizadas con el programa PC-Crom version 280,

I1.2.4. Validacion de la técnica cromatogréfica
Todos los procedimientos correspondientes a la extraccion y cuantificacién de los analitos
fueron validados previamente a la realizacién de los analisis de las muestras de los

experimentos.

I11.2.4.1. Linealidad de la respuesta cromatografica

La relacién entre concentracién del analito y respuesta del detector se realizd con el
criterio de linealidad mediante la construccién de rectas de calibracion con soluciones
metanolicas de concentracion conocida de los estandares puros de RBZ, ABZS0O2 y MBZ.
Las rectas de calibracion fueron realizadas en seis dias distintos por duplicado. La
respuesta lineal del sistema cromatografico para el RBZ y el ABZSO2 puede observarse en
las figuras 11.2 y I1.3.

11.2.4.2. Especificidad del método

Muestras de plasma bovino y ovino de animales no tratados (muestras blanco} fueron
sometidas al procedimiento de extraccion descrito en 11.2.2. y luego de ser reconstituidas
con 0.25 mL de fase mévil fueron analizadas para bajo las condiciones operativas descritas
en I1.2.1. No se obsérvaron interferencias de sustancias endoégenas a los tiempos de

retencion de los analitos y el estandar interno.
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Figura II.2. Recta de calibracion construida a partir de soluciones metandlicas de RBZ en
un rango de concentraciones de 0.08 a 2.5 ug.mL-!.
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Figura I1.3. Recta de calibracién construida a partir de soluciones metanélicas de ABZS0O2
en un rango de concentraciones de 0.08 a 2.5 pg.mL"!,
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[1.2.4.3. Trazado de la recta de calibraci6n

Una vez que la linealidad de la respuesta cromatografica a los analitos y la especificidad
del método fueron confirmadas las rectas de calibracion se realizaron desde muestras de
plasma blanco de bovino y ovino (1 mL) las que fueron enriquecidas con MBZ (1 ng) y con
concentraciones conocidas. de RBZ y ABZSO2 en un rango de 0.08 ng a 2.5 pg.
Posteriormente se realizé la reéupcracién de los analitos y del estiandar interno desde las
mismas mediante el procedimiento de extraccion descrito en I1.2.2. y luego de ser
reconstituidas con 0.25 mL de fase mévil fueron analizadas para bajo las condiciones

operativas descritas en 11.2.1.

Las rectas de calibracion fueron realizadas en seis dias distintos por duplicado. Se
calculd la relacién entre los valores de area de los analitos y el estandar interno (R) para
cada una de las concentraciones de cada recta de calibracién. Posteriormente se determiné
la recta de regresion lincal y =b + a x con los puntos individuales sin promediar por el
método de los cuadrados minimos donde y es la concentracion del analito, b es el punto de
interseccion con ¢l ¢je de la abscisa u ordenada en el origen, a es la pendiente de la recta y
x es el valor de la relacion de area entre el analito y el estandar interno. Los estimadores de

a y b fueron calculados de la siguiente manera:

. S x, 1, -3 x; Y1) a1
ZX?—(ZXi)z/n

= ZYiﬁbZXi Eq. 2
n

donde X; es la concentracion estimada del analito, Y; es la relacion de area entre el analito y
el estandar interno y n es el niimero de ensayos. El valor de la pendiente (a) indicara la
sensibilidad del método y la ordenada en el origen (b) debera ser cero o muy proxima a cero.

El estimador del ajuste fue el coeficiente de correlacion (r) que se calcula como:

nZ(Xi Yi)—(ZXi ZYi) Eq. 3
{OEROER )

Los valores de r para ser considerados como aceptables debieron ser superiores a 0.985.

Ir=

Los parametros resultantes de las rectas de calibracion de RBZ y ABZSO2 realizadas en
plasma bovino y ovino se presentan en las tablas II.1 y I1.4. Los graficos de las rectas de
calibracién de RBZ y ABZSO2 realizadas en plasma bovino y ovino se presentan en las
figuras I1.4, 11.5, 1.6 y 11.7.
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11.2.4.4. Exactitud del método

La exactitud en la determinacion de las concentraciones de los analitos se expresdé como
porcentaje de la relacion entre las areas obtenidas tras la recuperacion de los mismos desde
plasma y las areas obtenidas tras el anélisis de soluciones metanélicas de los estandares
puros a idénticas concentraciones.

.. area analito recuperado x
Recuperacion (%) = - - p — S
area analito solucién estandar

Eq. 4

donde f es el factor de dilucion.

Los estandares de puros de RBZ y ABZSO2 se hallaban diluidos a las siguientes
concentraciones: 2.5 pg.mL-1, 3 npg.mL'y 0.08 ng.mL-1. Las recuperacion de los analitos se
realizd desde muestras de plasma blanco bovino y ovino (1 mL) enriquecidos con 2.5 pg, 3
ng, y 0.08 ng de RBZ y ABZSO2 respectivamente. La exactitud del método se chequed
analizando las muestras por triplicado antes de comenzar a analizar cada grupo de
muestras problema. Se considerd adecuado un valor de recuperacién comprendido entre
60% y 110%. Los valores promedio de recuperaciéon plasmatica de RBZ y ABZSO2 en
bovinos fueron de 81.4% y de 99.3% respectivamente, mientras que en ovinos fueron de
83.1% y de 97.5% respectivamente. La cantidad de analito recuperado y el porcentaje de
recuperacion en cada punto de una recta de calibracion de RBZ y ABZSO2 se presentan en

las tablas I1.2 y II.5. En las tablas 11.3. y I1.6. se presentan los valores promedio de

recuperacion plasmatica (n 3) v los coeficientes de variacion (CV) expresados como

porcentaje obtenidos antes de comenzar a analizar un grupo de muestras problema.

11.2.4.5. Precision del método

La precision del método fue determinada para evaluar €l grado de reproducibilidad de las
condiciones instrumentales y de preparacion de las muestras, la que esta relacionada con la
dispersion de una serie de mediciones de una misma muestra sobre su valor promedio, el
cual se corresponde con la varianza de la poblacion y es estimada por la desviacion estandar
(DE). Para comparar la dispersion de dos series de mediciones se utiliza la desviacion

estandar relativa o coeficiente de variacion (CV) que se expresa como porcentaje.

CV = %Ex 100 Eq. 5

donde X es el valor medio de una serie de mediciones (7 = ZX ; /n) y el estimador de la

media poblacional (j1). La evaluaciéon de la precisiéon se realizé6 mediante la estimacion de los
CV con respecto de la media de las areas de RBZ y ABZSO2 obtenidas en una serie de
analisis de soluciones metanélicas de los estandares puros y de recuperaciones realizadas
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Figura II.4. Recta de calibracion para RBZ construida en plasma bovino. El estudio de
regresion se realizd0 entre los valores obtenidos de la relacion de area analito/estandar
interno (MBZ) resultantes de concentraciones conocidas de RBZ en un rango de 0.08 a 2.5
pug.mL-1,
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Figura I1.5. Recta de calibraciéon para ABZSO2 construida en plasma bovino. El estudio de
regresion se realizd entre los valores obtenidos de la relacion de éarea analito/estandar
interno (MBZ) resultantes de concentraciones conocidas de RBZ en un rango de 0.08 a 2.5
pg.mL-1,
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Tabla 1I.1. Puntos de interseccién, pendientes y coeficientes de correlacion (r) de rectas de
calibracion de RBZ y de ABZSO2 construidas a partir de la recuperacion de los analitos
desde plasma bovino con concentraciones en un rango de 0.08 a 2.5 ug.mL!.

RBZ ABZS02
Interseccion 0.0114 0.0195
Pendiente 0.6195 0.5944
Coeficiente de comrelacién r 09982 0.9980

Tabla II.2. Cantidad de analito recuperado (pg) y porcentajes de recuperacion (%) obtenidos
en rectas de calibraciéon construidas a partir de la recuperacion de RBZ y ABZS0O2 desde
plasma bovino (1 mlL) enriquecido con ambos compuestos presentando un rango de
concentraciones de 0.08 a 2.5 ug.mL-1,

RBZ ABZS02
Concentracion Recuperacion Recuperacion
pg. mL ! % rg %
0.08 - 0.079 98.8 0.081 101.2
0.15 0.125 83.5 0.146 97.4
0.3 0.203 67.5 0.293 97.7
0.6 0.498 83 0.585 97.5
1.25 0.944 75.5 1.208 96.6
2.5 2.108 84.3 2615 104.6

Tabla I1.3. Valor promedio expresado en ug (n = 3} y coeficiente de variacion (CV) obtenidos
a partir de la recuperaciéon de RBZ y ABZSO2 desde muestras de plasma bovino (1 mlL)
enriquecido con concentraciones conocidas de ambas drogas (0.08 ng, 0.3 pgy 2.5 ng).

RBZ ABZS02

Concentracién Recuperacion Recuperacién
agregada promedio cv promedio cv
(ng) (ng) % (ug) %
0.08 0.075 8.7 0.076 125
0.3 0.27 74 0.29 5.2
2.5 2.04 4.2 2.44 47
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Figura I1.6. Recta de calibracion para RBZ construida en plasma ovino. El estudio de
regresion se realizd entre los valores obtenidos de la relacion de area analito/estandar
interno (MBZ) resultantes de concentraciones conocidas de RBZ en un rango de 0.08 a 2.5
ug.mL-1,
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Figura II.7. Recta de calibracion para ABZSO2 construida en plasma ovino. El estudio de
regresion se realizd entre los valores obtenidos de la relacion de area analito/estandar
interno (MBZ) resultantes de concentraciones conocidas de RBZ en un rango de 0.08 a 2.5
pg.mL-1,
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Tebla I1.4. Puntos de interseccion, pendientes y coeficientes de correlacion (r) de rectas de
calibracion de RBZ y de ABZSO2 construidas a partir de la recuperacion de los analitos
desde plasma ovino con concentraciones en un rango de 0.08 a 2.5 ug.mL!,

RBZ ABZS02

Interseccion -0.0071 -0.0150
Pendiente 0.6213 0.6601
Coeficiente de correlacion r 0.9954 0.9975

Tabla II.5. Cantidad de analito recuperado (ug) y porcentajes de recuperacion (%) obtenidos
en rectas de calibracién construidas a partir de la recuperacion de RBZ y ABZS0O2 desde
plasma ovino (1 mlL) enriquecido con ambos compuestos presentando un rango de
concentraciones de 0.08 a 2.5 pg.mL-1.

RBZ ABZS02
Concentracion Recuperacion Recuperacion
ug. mL* Hg % Hg %
0.08 0.077 95.8 0.088 109.8
0.15 0.118 78.7 0.145 96.4
0.3 0.264 88.1 0.269 89.6
0.6 0.455 75.9 0.539 89.9
1.25 1.021 81.7 1.209 96.7
25 1.960 78.4 2.320 92.8

Tabla I1.6. Valor promedio expresado en ng (n = 3) y coeficiente de variacion (CV) obtenidos
a partir de la recuperacion de RBZ y ABZS02 desde muestras de plasma ovino (1 ml)
enriquecido con concentraciones conocidas de ambas drogas (0.08 pg, 0.3 pgy 2.5 pg).

RBZ ABZS02
Concentracién Recuperacién Recuperacién
agregada promedio cv promedio cv
(1g) (ng) % (ng) %
0.08 0.078 8.5 0.078 5.2
0.3 0.28 35 0.29 6.9
2.5 242 28 248 44
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desde plasma blanco enriquecido con concentraciones conocidas de los analitos. Los
analisis de cada muestra (solucién estandar y recuperacion plasmatica) fueron realizados
seis veces por dia y durante tres dias distintos. Un CV con un valor menor a 10 fue

considerado aceptabile.

[1.2.4.6. Sensibilidad del método

El mismo se establecié determinando los limites de deteccion y cuantificacion de los
analitos. En el primer caso el limite de deteccidon se hallé por integracién del ruido de la
linea de base a los tiempos de retenciéon de cada analito durante el analisis de muestras de
plasma blanco de bovino y ovino durante dias diferentes. A los valores promedios hallados
se les sumo tres desviaciones estandar. En el caso de los limites de cuantificacion se
consider6 la minima cantidad de analito capaz de ser recuperada y cuantificada
razonablemente y se obtuvo por multiplicar el desvio estandar del ruido la linea de base de
muestras blanco por 10, siendo los limites de cuantificacion para el RBZ de 0.07 pg.mL-! y
para ABZS02 de 0.08 pg.mlL-L,

I1.3. ANALISIS FARMACOCINETICO

En este apartado se describe de manera general la metodologia utilizado para el andlisis
farmacocinético. Los casos particulares serdan desarrollados de manera exhaustiva en los

capitulos correspondientes a cada experimento.

I1.3.1. Administracién intravenosa

Las curvas de concentraciéon plasmatica vs. tiempo de RBZ luego de su administracion
i.v. se construyeron a partir de las concentraciones medidas en plasma. El estudio
farmacocinético se realiz6 mediante el anélisis compartimental, a partir de los perfiles de
concentracion plasmatica vs. tiempo de RBZ obtenidos luego de su administracion por la via
i.v. El analisis se realizd mediante regresién no lineal ponderada de minimos cuadrados
mediante el paquete informatico Scientist™, MicroMath, Software, Salt Lake City, UT.

En primer lugar se realizo el ajuste de los perfiles plasmaticos intravenosos mediante
modelos exponenciales y los coeficientes y exponentes fueron calculados directamente a
partir de las concentraciones medidas en plasma sin linearizaciéon. La ponderacion de los

valores de las concentraciones plasmaticas (x}) se calcularon mediante las siguientes

expresiones: 1, Yvx, l/x 1/x%.
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La grafica de la dispersion de las residuales obtenida con cada esquema de ponderacion
fue inspeccionada visualmente. El menor valor de la sumatoria de la cuadratica de las
residuales y la distribucién uniforme y al azar de las mismas con respecto al eje de las
abscisas fueron los criterios considerados para la seleccion del mejor esquema de
ponderacion. El modelo exponencial que mejor representé las curvas de concentracion
plasmatica vs. tiempo tras la administracion i.v. de RBZ se seleccioné mediante la

utilizacion del test de MAICE (Minimum Akaike Information Criterion Estimation). (111)

Asumiendo un comportamiento farmacocinético lineal, el numero de términos
exponenciales discriminado por €l test de MAICE fue considerado como indicativo del menor
numero de compartimentos necesario para describir y explicar el comportamiento

farmacocinético del RBZ en las especies en estudio.

Mediante analisis compartimental realizado por regresion no lineal ponderada de
minimos cuadrados se estimaron los parametros farmacocinéticos primarios y a partir de
estos el resto de los parametros farmacocinéticos se calcularon segin la metodologia

descripta por Gibaldi y Perrier. (38

I11.3.2. Administracion extravascular

El analisis farmacocinético de los perfiles de concentracion plasmatica del RBZ obtenidos
tras su administracién extravascular (e.v.) se realizaron mediante el método
compartimental. Asumiendo una farmacocinética lineal, el analisis se realizé considerando
el naumero de compartimentos discriminado en los analisis de los perfiles plasmaticos
obtenidos tras la administracién i.v. En ese caso se discriminaron ¢l orden de los procesos
de absorcion y se estimd la velocidad de los mismos. En el caso del ABZS02, los perfiles de
concentracion plasmatica obtenidos tras la administracion de RBZ por via i.v. y e.v. fueron
analizados mediante el método no compartimental segun la metodologia descripta por
Gibaldi y Perrier. 38)

I1.4. ANALISIS ESTADISTICO

Para la realizacion del analisis estadistico de los resultados se utilizd el programa
MICROSTAT (1978-85 by Ecosoft, Inc.). Los valores de las variables farmacocinéticas
hallados en cada una dé las experiencias realizadas fueron promediados y expresados como
promedio + desvio estandar. Sobre la base de estos resultados se aplico el analisis
paramétrico de t de Student, de la Varianza o no paramétrico de (Kruskal Wallis). El limite

de significancia fue establecido en 0.05.



CAPITULO 111

Principios fundamentales
del analisis farmacocinético

compartimental y no compartimental
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En este capitulo se presentan los principios fundamentales del andlisis farmacocinético
compartimental y no compartimental. La metodologia de cdlculo y la interpretacion de los
diferentes pardametros farmacocinéticos como asimismo los modelos corrientemente usados
son desarrollados y explicados. Para la redacciéon de este eapitulo se consulté la siguiente
bibliografia: 1, 9, 16, 17, 23, 30, 31, 38, 39, 49, 50, 51, 54, 72, 74, 75, 84, 86, 94, 106, 107.

III.1. FARMACOCINETICA

II1.1.1. Concepto
Definir y lograr un concepto claro de una ciencia surge como una logica necesidad, sin
embargo definir hoy en dia una disciplina es sin lugar a dudas una ardua empresa sobre

todo si el fin que se persigue es proporcionar una idea clara acerca de la misma.

La farmacocinética es una ciencia joven. El término como tal fue empleado por primera
vez en €l afto 1953 por Dost. 29 Intentar una definicion de farmacocinética es desde ya una
no menos dificil tarea si consideramos la diversidad de disciplinas en las que se aplican sus
conceptos. Quizas la mejor definicion que describe el alcance del término “farmacocinética”
la hallemos en ¢l prefacio que en el afio 1975 Gibaldi & Perrier ©37) proponen en la primera

edicién del ya clasico texto “Pharmacokinetics”:

“La farmacocinética es el estudio de las variaciones en las concentraciones de las drogas
y sus metabolitos en funcién del tiempo en los diferentes fluidos, tejidos y excretas del
organismo, y de las relaciones matematicas necesarias para desarrollar modelos que

permitan interpretar tales datos”.

Los logros de la farmacocinética son tan diversos como las disciplinas que han llegado a
beneficiarse aplicando sus principios. Estas disciplinas incluyen las ciencias clinicas,
particularmente la farmacologia clinica, el metabolismo de drogas, la farmacologia, la
estadistica y la tokicologia entre otras. Para algunos €l gran logro de la farmacocinética es el
descubrimiento de las relaciones entre la respuesta farmacoldgica y la toxicidad de los
niveles de droga y/o sus metabolitos en los liquidos corporales. Para otros en cambio, el
estudio de las cinéticas de absorcion, distribucién, metabolismo y/o excrecion son los
pilares indiscutibles en los que hay que basarse para mejorar la comprension de los
mecanismos basicos involucrados en dichos procesos. Y para otros tantos, la
farmacocinética ofrece una herramienta indiscutible y eficaz para lograr mejorar y optimizar

el manejo terapéutico de los pacientes en forma individual.
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En ese sentido, el desarrollo de modelos y su ulterior interpretacién nos permiten
conocer y caracterizar la disposicion de un medicamento en un organismo. Los mismos
también pueden ser usados para predecir el comportamiento farmacocinético del

mencionado medicamento en futuros ensayos.

I11.1.2. Modelos compa.rtimentﬂes

Teniendo en cuenta los conceptos desarrollados anteriormente, consideramos que los
procesos involucrados en el destino de un medicamento en el organismo son los de
absorcion, distribuciéon, biotransformacién y eliminacion. De manera que el comportamiento
farmacocinético de un medicamento no puede ser comprendido a menos que estos procesos
sean cuantificados. En otras palabras, €s necesario conocer la velocidad y la magnitud de
cada uno de cllos, y todas las metodologias matematicas utilizadas para la realizacion de los
analisis farmacocinéticos se basan en la estimacion de las velocidades con que se llevan a

cabo todos estos procesos.

El paradigma mas importante del analisis farmacocinético es el analisis compartimental.
Se considera como compartimiento a un volumen tedrico en donde el farmaco una vez
ingresado se distribuye en forma instantanea y su concentracion llega a ser homogénea en
cualquier punto del mismo. En este tipo de analisis se considera que el organismo esta
formado por un numero variable de compartimientos, siendo cada uno de estos integrado
por varias regiones no especificas del organismo (6rganos y/o tejidos}, en donde las
concentraciones a un tiempo dado son similares y las velocidades de desaparicion del

medicamento desde los mismos presentan un mismo orden.

Cabe considerarse que el concepto de compartimiento constituye una vision
extremadamente simplificada de la realidad y que de hecho un compartimiento no tiene una
base anatomica definida, sino que por el contrario son entidades tedricas que dan lugar a la
formulacion de modelos matematicos que permiten explicar ¢l movimiento del medicamento
dentro del organismo. En este capitulo describiremos en forma breve los modelos
compartimentales clasicos y los diversos parametros farmacocinéticos utilizados para

explicar los procesos farmacocinéticos lineares.

II1.1.3. E] lenguaje de la farmacocinética

Tal como fuera explicado anteriormente, el estudio de la farmacocinética de un
medicamento se origina a partir de la estimacion de las velocidades con que sus moléculas
se absorben, distribuyen y eliminan, y el lenguaje matematico utilizado para la estimacion

de las mismas es el del calculo diferencial.
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En farmacocinética, la velocidad de un proceso se define como la variacion de masa por
unidad de tiempo, lo cual es sin6nimo del flujo de medicamento a través del organismo, y se
expresa de la siguiente manera: '

4ax 1
At Eq.

donde la variacion se expresa con la letra griega delta (4), X es la masa del medicamento
(mg, ug, etc.) y t es €l tiempo. Debe tenerse en cuenta que X se refiere a la cantidad de
medicamento presente a un tiempo dado y que el término no debe ser confundido con
concentracion. La velocidad asi definida tiene dos componentes; una es la constante que se
refiere a la velocidad del proceso y la otra es la cantidad de medicamento disponible para ser
eliminada o transferida.

AX

AX _ pyn Eq.
Al q-2

donde -K es la constante de velocidad del proceso. Como se trata de un proceso de
desaparicion o perdida de medicamento ya sea desde el organismo o desde el sitio de
absorcién esta constante se expresa con valor negativo, X es la cantidad de medicamento

disponible para ser transferido o eliminado a un tiempo dado y n es el orden del proceso.

II1.1.4. Procesos de orden uno o también llamados de primer orden
En estos procesos n = 1, de manera que X! = X, lo que simplifica la ecuaciéon anterior que

queda reducida a la siguiente expresion:

aAX

KX Eq.3
At d

Por definicion en un proceso de orden uno —K es una constante, pero la velocidad real del
proceso varia en forma proporcional al valor de X, de alli el concepto de cinética linear. De
esta manera -K puede ser vista como la fraccion de X que por unidad de tiempo se
transfiere dentro del sistema desde un sitio a otro, por lo que es una constante de velocidad
fraccional masa independiente y que se expresa en unidades de tiempo reciproco (min!, h-!

etc.).

I11.1.5. Procesos de orden cero
En estos procesos n = 0, de manera que X° = 1, por lo que la ecuacién de velocidad se

simplifica a la siguiente expresion:

4X

- =K 4
At 0 Eq
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Esto significa que Ko ya no es una constante de velocidad fraccionaria sino que es la
velocidad real del proceso que es fija y que se expresa como masa sobre unidad de tiempo
(mg.kg!, ug.kg!, etc.). En resumen se trata de un proceso cuya velocidad no varia en
funcién del valor de X, o sea que es independiente de la masa presente a un tiempo dado, de
alli el concepto de proceso no linear.

II1.1.6. Frecuencia de los procesos de orden uno y de orden cero

Los procesos de orden cero hacen referencia a la saturacién de los procesos de
eliminacion y/o transferencia, y la mayoria de los medicamentos son eliminados mediante
sistemas de trasporte activo y/o son biotransformados por procesos enzimaticos los cuales

involucran gasto de energia.

Por definicidon estos sistemas presentan capacidad limitada y cuando la cantidad de
moléculas de un medicamento excede la capacidad de estos se produce la saturacion de los
mencionados procesos y la velocidad a la que se llevan a cabo pasa a estar determinada por
su maxima capacidad. En el caso de un proceso de transporte activo o un sistema
enzimatico saturado, la cantidad de moléculas transferidas o eliminadas por unidad de
tiempo pasa a ser constante ¢ independiente de la cantidad de moléculas disponible en ese

momento dando lugar a un proceso de orden cero.

Sin embargo la farmacocinética de la mayoria de los medicamentos puede ser explicada
mediante procesos de orden uno, y ello se debe a que a las dosis terapéuticas aquellos no
alcanzan concentraciones capaces de saturar los sistemas involucrados en su disposicion.
Por otra parte, los procesos de orden cero se dan con relativa frecuencia en los fenémenos
de absorcion por el ingreso de una cantidad constante de medicamento al organismo. Este
fenémeno es determinado ya sea por €l uso de formas farmacéuticas de liberacion
prolongada de administracion preferentemente enteral o por el uso de formulaciones de
deposito de administracion preferentemente parenteral, las cuales dan lugar a la liberacion

sostenida del farmaco desde su sitio de absorcién y/o administracion.

I11.1.7. Velocidad instantéinea y derivada

El uso de la ecuaciéon 1 para describir la velocidad de un proceso es muy general e
incierta, por ello se debe utilizar el concepto de derivada. Las ecuaciones diferenciales
expresan la velocidad de un proceso como la variacion de masa sobre una cantidad de

tiempo infinitesimal cuyo valor tiende a cero (t — 0) expresandose de este modo:

dX
KX Eq.5
dt
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donde dX es la derivada o diferencial de la cantidad de medicamento y dt es la derivada o
diferencial del tiempo. De esta manera a partir de las curvas de concentraciones
experimentales vs. tiempo pueden ser estimadas las velocidades instantaneas del proceso.
Por convencidn si las cantidades de un medicamento se incrementan, la derivada tiene un

signo positivo, por el contrario si la cantidad disminuye, la velocidad instantanea expresada
tiene signo negativo.

II1.1.8. Representacién grafica

Si realizamos una grafica de coordenadas cartesianas en donde se representa a X en el
eje de las ordenadas (y} y a t en ¢l eje de las abscisas (x), entonces AX/ At es la pendiente de
una linea recta delimitada entre dos puntos tal como puede apreciarse en la figura III.1.
Este tipo de pendiente puede ser facilmente calculada usando elementos sencillos de
geometria analitica, ya que la recta resultante puede ser exblieada por medio de la conocida
ecuacion de primer grado también conocida como ecuacion de la recta, cuya expresion es la

siguiente:
y=b+ax Eq.6

donde a es la pendiente calculada a partir de AX/At, x es el tiempo y b es el punto de

interseccion con el ¢je de las ordenadas.

AX/ At

X2

tiempo

Figura II1.1. Grafica aritmética de la variaciéon de X en funciéon del tiempo. En la misma la
pendiente entre dos puntos determinados AX/At, puede calcularse de manera sencilla,
siendo dicha pendiente igual a (Xi-X2)/(t2-t)
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En este sentido, la derivada dX/dt es en esencia una pendiente de cualquier funcién
considerando la tangente de la curva de concentraciones en un momento determinado. De
esta manera, las ecuaciones diferenciales permiten calcular las infinitas velocidades que se
suceden en funcion de las infinitas variaciones de tiempo.

Las ecuaciones diferenciales se pueden resolver por medio del proceso de integracion,

que se expresa por medio del simbolo I que transforma las ecuaciones en términos de t en

lugar de dt. La integracion es un proceso por el cual se define un area bajo la curva (AUC),
ya que hace referencia a la sumatoria de las infinitas AUCs de las infinitas regiones
definidas por dX/dt. En resumen, la definicién de velocidad mediante el calculo diferencial
es analoga a calcular pendientes, mientras que el proceso inverso de integracion produce

parametros que pueden ser estimados y expresados numéricamente como- areas.

I11.1.9. Resolucion de las ecuaciones de velocidad

Si estudiamos un proceso de eliminacién concreto, €l valor X disminuira en funcién del
tiempo transcurrido, y si se quisiera saber la cantidad total de medicamento excretado
usando la ecuacion 2, se deberian sumar todas las cantidades eliminadas en cada intervalo
de tiempo considerado, es decir durante cada Atf. Este procedimiento es relativamente
sencillo ya que solo se requiere de un discreto nimero de muestras y la determinacion del
AUC.,

El problema se presenta cuando se desea conocer la velocidad de desaparicion del
medicamento es decir AX/At. Tal como puede ser apreciado en la figura HL1., la
desaparicién de un medicamento da como resultado una curva, y por lo tanto deberian ser
miltiples las muestras a tomar a intervalos muy pequeifios para poder llegar a determinar el
valor de —K. Por el contrario, la solucién llega a ser facil si ~K es calculada con la ecuacion S
y resolviendo el problema usando la téenica de la integracion. Nosotros podemos integrar la
ecuacion 5 a partir del valor de X a tiempo cero (X)) a través de X a un tiempo dado (Xy) y
obtener la férmula de transferencia de masa de medicamento para un momento

determinado.

{ !
Xy = _[0 (dX /dt)dt = J‘O (-K X)t Eq.7

Existen numerosas técnicas para resolver esta ecuacion, pero la mas conocida es el uso

de la transformada de Laplace, lo que resulta en la siguiente expresion:

X(f) = X(O) e-K! Eq-8
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donde e es la base de los logaritmos naturales (In), siendo igual a 2.713. Es importante
considerar que el proceso de integracion de las ecuaciones diferenciales para describir
velocidades genera el término exponencial encontrado en todos los modelos
farmacocinéticos lineales. En realidad, todo método de analisis farmacocinético que use
funciones exponenciales para describir los datos experimentales asume implicitamente que

un proceso lineal esta siendo operativo.

Los términos exponenciales pueden ser eliminados de la ecuacién tomando su In, ya que
un logaritmo es definido como la potencia a la cual la base es elevada. En ese caso tomando

los In de la ecuacion 8 tenemos la siguiente expresion:

In X = X0) =Ky Eq.9

Si se realiza un grafico como el III.1., pero esta vez en lugar de tomar los valores de X se
toman sus In (InX), el grafico resulta en una linea recta tal como puede apreciarse en la
figura II1.2,

lnX(o) ]

In {(masa)

tiempo

Figura II1. 2. Grafica semilogaritmica de la variaciéon de X en funcién del tiempo en la que la
pendiente —K puede ser calculada por medio de la ecuacion de la recta y = b + a x, siendo a
la pendiente de la recta -K, x es el tiempo y b el punto de interseccion en el eje de las
ordenadas o InX(.

Este tipo de grafica es llamada semilogaritmica, ya que se grafica el logaritmo de la masa
en funcion del tiempo. Nuevamente la relacion entre InX y t puede ser explicada por medio
de la ecuacion de la recta y = b + a x, en donde a es la pendiente de la recta o0 —K, x es el
tiempo y b es el punto de interseccion en ¢l ¢je de las ordenadas que es igual al logaritmo
natural de la cantidad presente en el sistema a tiempo cero o InX(q. Los valores de -K'y InXjg
pueden ser calculados por medio de un analisis de regresion lineal simple.
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Si en una grafica semilogaritmica puede observarse una linea recta, puede aceptarse
que un proceso lineal de orden uno es operativo, y que la pendiente de la linea es el
exponente de una funcién exponencial. ‘

II1.1.10. Concepto de semivida
En farmacocinética, la semivida de eliminaciébn o ti;2 4 es definida como el tiempo
necesario para que la cantidad de un medicamento presente en el organismo disminuya a

su mitad o sea a su 50%.

Nuevamente es importante aclarar que el concepto de semivida es aplicable solo a los
procesos de orden uno y a partir de la ecuacidon 9 podemos deducir las ecuaciones para el

calculo de t,2 1, considerando que Xy es igual a la mitad de la cantidad inicial X.

t=(n X -In Xy)/ K Eq.10
/2 ={In X0, - Yaln Xy )/ K Eq.11
2 =In(X o) /Y2 X ) K Eq.12
ty,=In2/K Eq.13
tyy2 =0.693/K Eq.14

El significado biologico de la semivida es que es un parametro que permite estimar el
momento en el que un medicamento ha sido eliminado casi en su totalidad. Se puede
considerar que el 99% de la cantidad administrada de un medicamento ha sido eliminada
luego de haber transcurrido un periodo equivalente a 10 t;/2 4 desde su administracion. En
este sentido muchos farmacocinetistas son mas benévolos y aceptan que luego de
transcurridas S t/2 a, €l medicamento a sido eliminado en su gran mayoria. En este caso el

97% de la eliminacioén se ha completado.

I11.1.11. Modelo de un compartimento
111.1.11.1. Concepto

Este modelo considera al organismo como un unico compartimento, cuyo esquema se
presenta en la figura I11.3. El mismo asume que el ingreso del medicamento al anico
compartimento se produce en forma instantanea y que la cantidad administrada X, se
distribuye en forma instantanea y homogénea dentro del mismo desde el cual es eliminado
mediante un proceso de orden uno, cuya velocidad esta definida por una constante de
velocidad o ka. Como el medicamento abandona el organismo, el modelo se denomina

abierto.
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El sistema de ecuaciones diferenciales que explican la velocidad del proceso de
eliminacién son las mismas que se presentan en la ecuacion S.

Dosis

l ket

Figura II1I.3. Representacion esquematica de un modelo de un compartimento o
monocompartimental en donde la cantidad de medicamento administrado (X) ingresa al
organismo en forma instantanea tal como ocurriria durante una administraciéon de un bolo

intravenoso. El medicamento es eliminado desde el Gnico compartimento mediante un
proceso de orden uno, cuya constante de velocidad se halla representada por k.

Este modelo es integrado matematicamente en la ecuacién 8, y la misma expresa la
variacion de la cantidad de medicamento remanente en €l organismo en funcion del tiempo.
Sin embargo, en la mayoria de¢ los experimentos se miden concentraciones plasmaticas y
para eso se necesita de uno de los llamados parametros farmacocinéticos primarios; el

volumen de distribucion.

II1.1.11.2. Volumen de distribucion

Considerando al organismo como un unico compartimento, el volumen de distribucion
(Va) es el volumen tedrico en el cual el medicamento se distribuye de manera instantanea y
homogénea. El Vi es por definicion el factor de proporcionalidad que relaciona la cantidad
de medicamento presente a un tiempo dado Xy con la concentracion plasmatica medida a

dicho tiempo G4, tal como se presenta en la siguiente ecuacion:

X
P Eq.15
Cot

Si consideramos la cantidad de medicamento presente a tiempo cero Xp), esta es igual a
la dosis (D). En ese caso el V4 puede ser calculado por la relacion de uno u otro término con

la concentracion medida a tiempo cero (Cye), tal como puede apreciarse en la ecuacion 16.

Vy=—"= Eq.16
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A partir de la relacién anterior podemos volver a escribir la ecuacién 8 en términos de
concentracion.

X, |
0) -k -
CP(t) = W e ¢ ! = Cp(O) e ! Eq. 17

De esta manera, ¢l Vy es determinado por la fisiologia del organismo en cuestion, los
coeficientes de difusion transmembrana y las propiedades fisico quimicas de la molécula
administrada. En el caso de una molécula que permanezca dentro del espacio vascular, esta
tendra un Vi pequefio, mientras que una molécula que se distribuye en toda el agua
corporal tendra un Vi elevado. A partir de este simple analisis, un niimero de parametros
farmacocinéticos 1tiles pueden ser definidos; por ejemplo una vez que los valores de Vq y ka
han sido calculados, t;/2 puede calcularse facilmente mediante la ecuacion 14.

En la figura IllI.4. se presenta una grafica semilogaritmica de las concentraciones
plasmaticas en funcién del tiempo halladas luego de la administracion de una dosis por via

intravenosa en forma de bolo.

in masa

tiempo

Figura II1.4. Grafica semilogaritmica de un perfil de concentracién plasméatica vs. tiempo
tipo para un modelo de un compartimento con administracién intravascular con una
pendiente representada por ke y un punto de interseccion en el eje de las ordenadas o In

Cpo)-

La disposicion del medicamento en el organismo con respecto a las concentraciones
plasmaticas obtenidas ha sido explicada mediante la ecuacion 17.
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1I.1.11.3. El concepto de clearance o aclaramiento
Por definicion el clearance o aclaramiento sistémico (Clp), es la cantidad de medicamento
eliminada por unidad de tiempo dividida por la concentraciéon plasmatica de referencia:

dX /dt _ cantidad | unidad de tiempo _masa x T

Cly = ‘
B C p CONCentracion masa x V! kq.18
Que en otras palabras puede ser expresado por a la ecuacién 19:
. X el
Clg = Eq.19

donde X es la cantidad de medicamento eliminada y G, es la concentracion de referencia, lo
que equivale a decir que es la velocidad de eliminacién del medicamento es relativa a su

concentracion plasmatica.

Mediante integracion de la ecuacion 18 desde tiempo cero a infinito (0—a«) obtenemos la

siguiente expresion:
r % at Dosis masa
Clg =24~ ~ Eq.20

f:cp & AUC,_, masaxvolumen x tiempo

Lo que da lugar a uno de los métodos de calculo. En otro sentido, el Ch puede
interpretarse como la fraccion del volumen de distribucién que es clarificado o depurado de
medicamento por unidad de tiempo. Considerando que Vi representa al volumen de
distribuciéon y ka es la constante de velocidad fraccional del proceso de eliminacion, €l Cls

puede ser calculado por la siguiente ecuacion:

Clg = Va ke Eq.21

La bidimensionalidad de este parametro queda demostrada por la ecuacion 22.

volumen . -
ClB(unidad - ﬁempoJ = V., (volumen)x k,( tiempo™) Eq.22

Tal como puede apreciarse en las dos ecuaciones anteriores, €l Clg €s un parametro de
dos dimensiones que expresa un volumen clarificado por unidad de tiempo. Debe
considerarse que el Cls es el Unico parametro farmacocinético que mide la capacidad de

eliminacion de un organismo, lo cual no debe confundirse con velocidad de eliminacién.

Existe otro método para la estimacion del Cls y esta basado en el principio de balance de
masa, lo cual puede ser explicado de la siguiente manera: Si un medicamento ingresa al
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organismo a una velocidad constante con respecto al tiempo o0 sea mediante un proceso de
orden cero (ko) y realizamos mediciones de las concentraciones plasmaticas a intervalos
regulares, en un momento determinado las velocidades de ingreso y de eliminacién se
igualaran, dando lugar a que dX/dt = 0, y se habra alcanzado la concentracion plasmatica
en estado de equilibrio estacionario 0 Gyse)-

De manera que siendo la velocidad de ingreso ko igual a la velocidad de salida (—ke.X), a
partir de la siguiente relacién se obtiene el volumen clarificado por unidad de tiempo.

kg masa [ tiempo volumen

= = .23
Cowesy  masa/volumen tiempo £

Clg

El Clg calculado de esta manera es idéntico al obtenido por medio de las ecuaciones 20 y
21 y para su calculo solo se necesita conocer el valor de ko y de Gyss), cOn lo que se
demuestra que para su calculo no se necesita del conocimiento de otros parametros. Por lo

tanto al igual que Va y ka se 1o considera un parametro farmacocinético primario.

I11.1.11.4. La absorcidn en un modelo de un compartimento

La absorcidon es el proceso por el cual las moléculas de un medicamento ingresan a la
circulacion general. En el caso de un modelo de un compartimento, cuando ¢l proceso de
absorciéon es de primer orden, el mismo esta gobernado por la constante ka y una vez que
este ha finalizado, la eliminaciéon es descripta por la constante de eliminacion k.. Una

representacion esquematica de este modelo se presenta en la figura I11.6.

B

Figura III.6. Representacién esquematica de un modelo de un compartimento o
monocompartimental en donde la cantidad de medicamento administrado (X} ingresa al
organismo mediante un proceso de absorciéon de orden uno cuya constante de velocidad se
halla representada por k.. El medicamento es eliminado desde el unico compartimento
mediante un proceso de orden uno, cuya constante de velocidad se halla representada por

|
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Este modelo puede describirse por medio de las siguientes ecuaciones diferenciales:

dX »
B=—k X
dt a‘ta Eq24
dXx
— =k X~k X
dt a<*a el Eq25

En donde X, es la dosis administrada (D) presente en el sitio de absorcién, X es la
cantidad de medicamento presente en el organismo a un instante dado y kay ka son las
constantes de absorcion y eliminacién de orden uno. En el caso de este modelo, el perfil de
concentraciones plasmaticas resultantes es el siguiente:

inCp

tiempo

Figura IIL. 6. Grafica semilogaritmica de un perfil de concentracion plasmatica tipo para un
modelo de un compartimento con administracion extravascular con procesos de absorcion y
eliminacion de orden uno.

La relacion entre Dy X es la biodisponibilidad sistematica (F) que se expresa de la

siguiente manera:

F=D/X Eq.26

En los procesos farmacocinéticos lineales, el valor del AUC es proporcional a la cantidad
de medicamento ingresado al organismo. De manera que el valor de F puede ser calculado
considerando la relacidn entre el AUC obtenida luego de la administracion extravascular y el

AUC obtenida luego de la administracion intravenosa segtin la siguiente ecuacion:

_ AUCey Dy,
AUC;, Dgy

Eq.27
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En donde F es la fraccion biodisponible, AUC. es el 4rea bajo la curva obtenida luego de
una administracion extravascular, AUGy ¢s el area bajo la curva obtenida luego de una
administracién intravenosa y Dv ¥ Dev son las dosis administradas por via intravenosa y
extravascular respectivamente. Este método de calculo estd fundamentado porque el AUC
obtenida luego de una administracion intravenosa presenta €l maximo valor capaz de ser
obtenido, ya que la totalidad del medicamento administrado ha ingresado al torrente
sanguineo. Cuando las dosis administradas por via i.v. y extravascular son idénticas,

entonces la ecuacion 27 se reduce a la siguiente expresién:

o AUCe,
AUC,

Eq.28

Mediante la integracion de las ecuaciones 24 y 25 y convirtiendo las cantidades en
concentraciones obtenemos la siguiente expresion que corresponde a la conocida ecuacion
de Bateman:

k. FD . _
C,=—>2 ekt _ohat Eq.29
P Vd(ka _kel)( )

11.1.11.5. El métado de las residuales aplicado al proceso de absorciéon de orden uno.

Observando la figura I11.6. podemos deducir que durante la primera fase de la curva de
concentracion plasmatica vs. tiempo estan produciéndose en forma simultanea los procesos
de absorcion y eliminacién. Esta caracteristica hace gue sea posible mediante un método
matematico “disecar” la mencionada curva en sus dos componentes de velocidad es decir ka
y ke

Considerando que ka >> ke, debemos aceptar que a partir de un tiempo transcurrido el
valor del componente exponencial de la fase de absorcion e -2t se aproximara a 0, mientras
el componente exponencial de la fase de eliminacidn e *!t! tendra todavia un valor. De

manera que la ecuacién 29 quedaria reducida a la ecuacion 30:

C ka F D —kel !

_ 30
P Vd(ka - kel) ) Eq

la que en definitiva es la descripcién matemitica de la fase terminal de la curva que si se
extrapola hacia el eje de las ordenadas (y) obtenemos el punto de interseccién o coeficiente
C: de la fase de eliminacion.



La sustraccion de los valores de la fase de absorcion de la curva de concentracién
plasmatica a los valores estimados en la extrapolacion de la fase terminal dan como
resultado los valores que corresponden a la pendiente de la fase de absorcion o también
llamados valores residuales. A partir de estos y por medio de un analisis de regresion lineal
simple se estiman k. y ¢l coeficiente C,.

En el caso en que no existiese latencia entre el momento de la administracion y el
momento de la aparicion del medicamento en sangre (tlag o lag time), los valores de C1y C;
seran idénticos y se corresponderan al valor estimado mediante la expresion; ka F Df(Va (ka-
Key)).

InCp

tiempo

Figura II1.7. Grafica semilogaritmica de un perfil de concentracién plasmatica vs. tiempo
tipo para un modelo de un compartimento con administraciéon extravascular con procesos
de absorcion y eliminacién de orden uno. Mediante el método de las residuales el perfil es
descompuesto en sus dos pendientes kay ke. En este ejemplo al no existir un periodo de
latencia entre ia administracion y la aparicion del medicamento en plasma (tiag o lag time),
los valores de C, y C; seran idénticos y vendran expresados por; ka F D/(Va (ka - kei)).

lII.1.11.6. Limitaciones del método de las residuales 0 stripping

No obstante lo expuesto, el método de las residuales o stripping presenta sus
limitaciones como por ejemplo en el caso en que ks y ke presentan valores similares. Aqui el
perfil de concentracion plasmatica cuyas concentraciones han sido transformadas a In no
presentara ningiin segmento que pueda ser linearizado. Para que el método de las
residuales o stripping sea realmente confiable y por ende los valores de ka y ke hallados,
debe cumplirse la siguiente relacion: ka/ ke = 2 3. En el caso de que esto no sea posible, el
calculo de C,, G, ka y kei debera ser realizado por regresiéon no lineal ponderada de minimos
cuadrados (NLWLSR) mediante la ayuda de paquetes informaticos.
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La otra limitante del método de las residuales o stripping es que no puede ser estimado el
valor de ks cuando €l proceso involucrado en €l mismo es de un orden distinto de une. En
ese caso las residuales obtenidas no describen una recta sino una curva con la concavidad
hacia abajo. Ese hallazgo pone de manifiesto que un proceso de orden distinto de uno esta
siendo operativo.

I11.1.11.7. El fenémeno de flip-flop

En el caso de que k. fuera menor que ka, el analisis del perfil de concentracién
plasmatica vs. tiempo mediante el método de las residuales seria el mismo que el
presentado en la figura I1.7., solo que ahora ks seria la velocidad limitante del proceso.

En efecto, las formulaciones de lenta liberacion del principio activo o los preparados de
depdsito resultan en esta disposicion particular que se conoce como fenémeno de Slip-flop
cuyo origen es ka<< ka. En este caso las velocidades de ingreso y salida del sistema pueden
determinadas por €l método de las residuales solo que la interpretacion es distinta, siendo
en este caso la constante de la fase terminal (ko) la correspondiente a la constante de
absorciéon (ko) y por el contrario la constante de la fase de absorcion (ks pasa a ser la
constante de la fase de eliminacion (k).

Es importante tener en cuenta que un fenémeno de flip-flop nunca puede determinarse
sin conocer exactamente el verdadero valor de ke, la que solo puede estimarse luego de la
administracion del medicamento por via intravenesa. Un fenémeno de flip-flop esta presente
si €] valor de k., obtenido luego de la administracion extravascular es significativamente
menor al obtenido tras la administracion intravenosa. En este caso, k. obtenida tras la

administracion extravascular pasa a ser ks y por ende la velocidad limitante del proceso.

I11.1.11.8. Consideraciones acerca del verdadero valor de ka.

Hasta ahora se ha mencionado el orden del proceso de absorciéon y del valor de ka €l que
ha podido ser estimado mediante el método de las residuales o mediante WLSNLR.
Asumiendo que una cinética de primer orden es operativa podemos considerar que el sitio
de administracién o absorcion de un medicamento se comporta como un compartimento (Xo)
desde el cual el medicamento ingresa al compartimento central (X;) mediante un proceso
cuya constante de velocidad se halla representada por ko..

Debemos considerar gue existe siempre la posibilidad de que el medicamento no ingrese
en su totalidad al compartimento central y que una fraccion de la dosis administrada no
sea disponible biolégicamente. En este caso el proceso esta gobernado por una segunda
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constante de velocidad koo y que rige la pérdida del medicamento desde el sitio de absorcién.
Una representacidn esquematica de los procesos descriptos anteriormente es la siguiente:

ko1
X " X

[-

Figura III.8. Representacion esquematica del proceso de desaparicion de un medicamento
desde su sitio de administracion/absorcion en donde X, es la cantidad de medicamento
presente en el compartimento de administracion/absorcion y X; es la cantidad de
medicamento presente en el compartimento central, ko) es la constante de velocidad de
primer orden que rige ¢l pasaje de medicamento desde el compartimento de
administracién/absorcién hacia ¢l compartimento central, y koo €s la constante de velocidad
de primer orden que rige la pérdida de una fraccion de la dosis administrada desde el
compartimento de administracion /absorcién.

La constante de velocidad de primer orden que rige la desaparicion del medicamento

desde el sitio de administracion/absorciéon en su totalidad es la resultante de:

La cual es la constante de velocidad que se obtiene mediante el método de las residuales

y a la que se aplica en la ecuacion de Bateman, de 1o que se deduce que:

Fo_*u_ Eq.32
koo +koy

Si el valor de F es igual a 1 entonces koo = 0 y el valor de ks = koir- De alli que el valor de
ka hallado mediante el método de las residuales solo se corresponde con el verdadero valor
de ko; solo si el valor de F es igual a la unidad. Esto nos indica que la verdadera constante

de ingreso del farmaco al compartimento central esta dada por la siguiente relacion:

ko= F ky Eq.33

I11.1.11.9. El tlag o lag time
El tlag o lag time puede ser definido como el tiempo de latencia o de espera desde el
momento en que €l medicamento es administrado hasta el momento en que comienza su

absorciéon.
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La inspeccién visual de la figura lI1.9. sugiere un método simple para la estimacion del
tlag, ya que por definicion el proceso de absorcién comienza cuando la pendiente de la fase
terminal y la pendiente de la fase de absorcion se interceptan.

InCp

tiempo

Figura II1.9. Grafica semilogaritmica de un perfil de concentracion plasmatica vs. tiempo
tipo para un modelo de un compartimento con administracion extravascular con procesos
de absorcion y eliminacion de orden uno. Mediante el método de las residuales o stripping el
perfil es descompuesto en sus dos pendientes k. y k.. En este ejemplo existe un periodo de
latencia o espera entre la administracion y la aparicion del medicamento en plasma (tlag o
lag time), los valores de C; y C; son distintos y el comienzo del proceso de absorcion esta
indicado por el momento en que las pendientes de eliminaciéon y absorciéon se interceptan a
un tiempo = de cero.

[M1.1.11.10. Cgax ¥ tmex

La maxima concentracion plasmatica alcanzada (Cnax} y €l tiempo en el que esta ocurre
{tmax) SON importantes elementos a tener en cuenta y ambos pueden darnos una idea general
a cerca de la magnitud y la velocidad del proceso de absorcién. Sin embargo tanto Cuax
como fmax son también influenciados por la cinética de los procesos de absorcion y de

eliminacion.

Se considera que Cmax €S €l punto de la curva de concentraciéon plasmatica vs. tiempo en
el que la velocidad instantanea de absorcidon es igual a la velocidad instantanea de
eliminacién y la derivada de la concentracion plasmatica en funcién del tiempo (dG,/dt) es

igual a cero.

Partiendo de este principio, se ha demostrado matematicamente que en dicho punto se

cumple la siguiente expresion es una derivada de la funcién de Bateman:

1 (k) Ink, -lnk,
! = Inj =2 |= a © 34
e ka _kel (kel] ka _kel Eq



La ecuacién 24 nos muestra que solo k. y kg influencian y determinan el valor de tmax 2
partir del cual puede calcularse el valor de Guax de la siguiente manera:

c __FDk

™ Valky —ka) (e7tarm —e7hron) £4.35

En ¢l caso de existir un periodo de tlag el calculo de Cuax debe realizarse de la siguiente
manera:

FDk
C = a e~ Kel Tmax + Hag _e—ka tmax + Hog 36
" Vd(ka - kel) ( ) Eq

Sin embargo debe tenerse en cuenta que tanto Caax ¥ tmax son parametros hibridos,
siendo Cnax influenciado por F, ks y ka, mientras que tmax lo €s por, ks, ke v €l fenémeno de
Jlip-flop. De la observacion de la ecuacion 36 se deduce que el valor de Guex €s directamente
proporcional a los valores de ks y de F, es decir que en los casos de la existencia de una bajo
valor de ke, €l valor Cpax tienden a disminuir, pero lo mismo se presenta en los casos en que
un bajo valor de F es obtenido, por lo que Cuax €s un mal indicador tanto de la cantidad de
farmaco absorbido como de la velocidad de absorcion si se desconoce la disposicion i.v. del
medicamento. En el caso de la ocurrencia de un fenémeno de flip-flop es posible observar
una apariciéon temprana del ta.x subestimando tanto la cantidad absorbida como la

velocidad con la que se produce €l proceso de absorcion.

II1.1.11.11. El proceso de absorciéon de orden cero en un modelo de un compartimento
Cuando un medicamento ingresa al compartimento central a una velocidad constante,

dicho proceso puede ser descrito por la siguiente ecuacidon diferencial que explica la

variacién de las cantidades de medicamento en €l compartimento central en funcion del

tiempo:

1754 . |
— =k X +k Eq.37
dt el 0 q

donde dX/dt es la derivada en funcién del tiempo de la cantidad de medicamento en el
organismo, ko €s la constante de ingreso de orden cero expresada como cantidad ingresada
por unidad de tiempo, Xes la cantidad de medicamento presente en el organismo disponible
para su eliminacién a un tiempo determinado, ke« es la constante de eliminacién de orden

uno y t es ¢l tiempo.



51

La integral de la ecuacién 33 nos explica en términos exponenciales la relacion entre la
cantidad de medicamento en el organismo y el tiempo:

X =2 (1-et) Eq.38

Co =5 (1-e) = a(l-e- ar) Eq.39

De acuerdo a la misma, la G, se incrementara en funcién del tiempo, pero cuando t —«,
la expresion {1- e %, Y) tendera a tener un valor cercano a cero, de manera que la G, quedara
expresada solamente por la relacién ko/Cls, tal como puede verse en la figura I11.10.

|

Cp {(s8} = kOfC]B

Cp

tiempo

Figuara II1.10. Grafica aritmética de un perfil de concentracion plasmatica tipo para un
modelo de un compartimento con administracién extravascular con procesos de absorcion
de orden cero y de eliminacién de orden uno aparentes. La G, se incrementa en funcion del
tiempo segun la expresion ko/Clp (l-e %Y. Cuando el tHo« la misma tiene un valor
expresado por la relacion ko/ Cls.

La concentracion plasmatica asi alcanzada se denomina concentracién en estado de
equilibrio estacionario o Cyss) porque las velocidades de ingreso y de eliminacién son iguales,

de manera que dX/dt = 0, y que puede ser calculada mediante la siguiente ecuacién:

ke ko

Coea) = —2— = —2-
Ples) "k, Clg

Eq.40

La misma nos expresa que el valor de Cysq €5 directamente proporcional al valor de ko, €
inversamente proporcional al valor de Cls.
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El incremento de Gyes €3 expresada por la inversa de la fase de eliminacién y se
alcanzara luego de transcurridas 10 t,2 «, siendo este tiempo una funcién de ;2. Sin
embargo aunque son necesarias 10 t;/; o para alcanzar el 99% del valor de 1a Cyee, S€
considera que 4 ti,2 « son suficientes para considerar que la Cyss) ha alcanzado un 90% de
su valor.

Aunque la absorcion frecuentemente puede ser explicada mediante un proceso de orden
uno, se ha encontrado sin embargo que el proceso de absorciéon de ciertos medicamentos
puede ser explicado mediante un proceso de orden cero. Uha representacion grafica de un
modelo de un compartimento con un proceso de absorcion de cero y de eliminacion de orden
uno se presenta en la figura Ill.11., en donde el ingreso del medicamento al sistema se
encuentra gobernado por la constante de orden cero ko y la eliminacién por la constante de

orden uno ke.
l ko

X

I

Figura III.11. Representacion esquematica de un modelo de un compartimento o
monocompartimental en donde la cantidad de medicamento administrado (X) ingresa al
organismo mediante un proceso de absorcién de orden cero cuya constante de velocidad se
halla representada por ko. El medicamento es eliminado desde el unico compartimento
mediante un proceso de orden uno, cuya constante de velocidad se halla representada por

ker.

La variaciéon de la cantidad del medicamento en el sitio de absorcion y €l organismo es

explicada por las siguientes ecuaciones:

=-k 41
dt 0 Eq
daX
E =—kyX +kg Eq.42

La integracion de la ecuaciéon 37 da como resultado la ecuacidon de la recta ya que se
trata de un proceso de vélocidad constante, es decir que desde sitio de absorcion desaparece
una cantidad constante de medicamento por unidad de tiempo transcurrido. De manera que
se trata de un proceso que finaliza a un tiempo determinado, por lo tanto mientras exista
medicamento disponible para ser absorbido el proceso global puede ser descrito por medio



de dos ecuaciones exponenciales discretas. Durante el proceso de absorcion las
concentraciones plasmaticas son descriptas por la siguiente ecuacién:

— ko kg T
Cp —‘(‘178"(1“‘8 ) Eq.43
donde T es el tiempo transcurrido desde el comienzo del proceso de absorcién hasta la
finalizacion del mismo. Cuando el proceso de absorcion ha finalizado, las concentraciones

plasmaticas son explicadas por la siguiente ecuacién:

k i} ]
Cp='“"°‘(1—‘—’ o T)ek"‘ ’ Eq.44
Clg

La curva de concentracion plasmatica resultante de este proceso es mostrada en la figura
.12

c% (1-¢7* 7)

l

(1_e—kel r) gkl !

tiempo

Figura II1.12. Grafica aritmética de un perfil de concentracidon plasmatica tipo para un
modelo de un compartimento con administraciéon extravascular con procesos de ingreso y de
orden cero y de eliminacién de orden uno. La concentracién plasmatica se incrementa en
funcién del tiempo segun la expresion: ko/Cls (1-e "k 9, hasta que el proceso de absorcion
ha finalizado, a partir de alli el proceso viene regido por la expresion: ko/Clg (1-€ %] e *at.

II1.1.11.12. El método de Wagner y Nelson

En el intento de caracterizar el proceso de absorciéon de un medicamento a menudo se
tropieza con la dificultad de describir el perfil de concentracion plasmatica cuando esta
presente un proceso distinto de orden uno. Una alternativa para resolver tal problematica
es la construccion de graficas con el porcentaje de farmaco absorbido en funcion del tiempo
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con el método de Wagner-Nelson, (195K106) gue puede ser aplicado a modelos de un

compartimento u otros que puedan asimilarse al mismo y discriminar procesos de absorcion
de orden uno o cero. '

En un determinado momento, la cantidad de medicamento absorbida es dada por la
siguiente ecuacion de balance de masa:

Xabs =X+Xe1 Eg‘45

donde Xups €s la cantidad de medicamento absorbida, X es la cantidad de medicamento
presente en el organismo y Xq es la cantidad de medicamento eliminada. Basandonos en la
ecuacion 15 tenemas que €l valor de X deriva de la ecuacion 46.

X=VsCp Eq.46
El valor de Xa a un tiempo determinado esta dado por la ecuaciéon 47.

t

Xel = Vd kel OCP C{t = C[B A.UCO__‘, Eq.47

De manera que reemplazando términos podemaos volver a escribir la ecuaciéon 47 de la

siguiente manera:

Xaba = V.d' CP +C1B AUCO'—I’ Eq.48

Considerando que de th—»x, el valor de G,—0, entonces a t. €l valor de Xans viene definido

solo por la ecuacioén 49.
X . =Clg AUC,_, Eq.49
Entonces tenemos que:
Xaps = Xei Eq.50

Debe tenerse en cuenta que el valor de Xaes N0 hace referencia a la cantidad administrada
sino a la cantidad de medicamento que llego a la circulacion general a partir de la dosis
administrada. El valor de Xuss asi calculado aumenta en funcion del tiempo hasta un
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momento en el que alcanza un valor constante, indicando que el proceso de absorcién ha
finalizado. Lo anterior se halla representado en la figura I11.13.

N

Fin del proceso
de absorcion

Xabs

tiempo

Figura HI.13. Grafica aritmética de la cantidad de medicamento absorbido en funciéon del
tiempo estimada por medio de la ecuacion: Vy G + Clg AUGy.«. Un proceso de absorcion de
orden cero es operativo y las cantidades absorbidas se incrementan de manera aritmética
hasta alcanzar un valor constante que indica que el proceso de absorcién ha concluido.

Considerando que la cantidad de medicamento absorbida viene definida por la ecuaciéon

49, entonces tenemos que:
Xops =F D Eq.51

Realizando pasaje de términos disponemos entonces de otro método para el calculo de la

biodisponibilidad tal como se muestra en la siguiente ecuacion:

F = Xabs Eq.52
D

La fraccion de medicamento absorbida en funcion del tiempo resulta de la relacion entre
la cantidad absorbida acumulativa desde ty—t, y la cantidad absorbida total:

of
VaCp +Vake fondt V4Cp +Clg AUC,_,

X . - Eq.53
a0 CLg AUC,_., a

f
vk, j; Cdt

donde X. -9 €s la fraccion de medicamento absorbida desde tiempo Oa t.
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Conociendo ¢l valor de ke luego de una administracién intravenosa podemos calcular el
valor de X, suprimiendo el Vi de la ecuacién 53, con lo que nos queda:

Cp +ke1‘|:de‘ | Cp+kqAUC,,,
k. E:p 4 k AUC, .,

Xao-s = Eq.54

A partir de la ecuacidon 54 pueden construirse curvas de % de medicamento remanente

en el sitio de absorcion de la siguiente manera:

EqQ.55

C, +ky AUC,_,
—Xao_,-_-loo[l— p_ e 0‘]

k, AUC,_,

donde -Xa p.g €s el porcentaje de medicamento remanente en el sitio de absorcién desde
tiempo 0 a t La representacién cartesiana de los valores hallados en un proceso de
absorcion de orden cero da como resultado una grafica como la que se muestra en la figura
I11.14.

-% Xabs

Fin del proceso

/ de absorcion

tiempo

Figura II1.14, Grafica aritmética del porcentaje de medicamento remanente en el sitio de
absorcion (-%X,) en funcioén del tiempo construida segun el método de Wagner-Nelson Un
proceso de absorcidén de orden cero es operativo y los porcentajes disminuyen de manera
aritmética hasta cero indicando que el proceso de absorciéon ha concluido.

En este caso el valor de ko (masa/tiempo) se calcula por medio de regresiones lineales
simples a partir de los valores de -Xa o9 obtenidas. Es impeortante considerar que el método
puede ser aplicado de manera independiente del orden del proceso de ahsorcidn que esté
llevandose a cabo. En ¢l caso de existir un proceso de orden uno los valores de -X, (o9
describiran una curva exponencial cuyo analisis de regresion lineal a partir de los valores
transformados a In permitiran calcular el valor de k. de manera anéloga que con el método
de las residuales.
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II1.1.12. Modelo de dos compartimentos
[11.1.12.1. Concepto

Muchos medicamentos presentan un comportamiento. que no puede ser adecuadamente
descrito por un modelo de un compartimiento y esto refleja en si una realidad biolégica, ya
que un organismo viviente no es un compartimiento Unico, sino que esta compuesto por
“regiones”, las cuales se definen por las distintas velocidades con las cuales la molécula se
distribuye y redistribuye entre ellas. Esta situacion se refleja en el modelo representado

graficamente en la figura 111.15

k12
Dosis ————p | Xj | X3

| kio

Figura II1.15. Representaciéon esquematica de un modelo de dos compartimientos con
administracion intravenosa donde X; y X, son las cantidades de medicamento presentes en
los compartimientos central y periférico a un tiempo determinado; ki es la constante de
distribucion; k.1 es la constante de redistribucion y kjo es la constante de eliminacion.
Todos los procesos son de primer orden.

En este modelo el medicamento es .administrado directamente en €l compartimiento
central desde donde es eliminado por un proceso de orden uno cuya constante de velocidad
esta representada por Kkio. Pero a su se distribuye a otras. regiones. del organismo desde las
cuales por un proceso denominado redistribucion ingresa nuevamente al compartimento
central. Esta transferencia del medicamento entre el “compartimiento central” y los tejidos
provee la base fisiolégica para el modelo de dos compartimientos. Cuando las velocidades de
los procesos de distribucion (ki2) y redistribucion (k) son distintos de ko, entonces el perfil
de concentraciéon plasmatica vs. tiempo asume caracteristicas biexponenciales. De esta
manera el proceso de redistribucién cuya constante de velocidad es k2 constituye un factor
limitante que determina muchas veces la pendiente terminal del perfil biexponencial de las
concentraciones plasmaticas vs. tiempo. Este modelo puede ser explicado por medio de las
siguientes ecuaciones diferenciales que describen las velocidades de eliminacion y

transferencia del medicamento entre los dos compartimientos.

—L = (kg +hip) X +kyy X, Eq. 56

—L =k X -k X, Eq. 57



donde dX,/dt y dXg/dt son las derivadas de las velocidades de desaparicion del
medicamento desde los compartimientos central y periférico en funcién del tiempo; Xi y Xz
son las cantidedes de medicamento presentes. en los. compartimientos central y periférico a
un instante determinado; kio €s la constante de eliminacion desde el compartimiento
central, mientras que ki y .kg; son las constantes de distribuciéon y redistribucion.
Considerando que este modelo se construye a partir de concentraciones medidas en- el
compartimiento central, la ecuacion 48 puede ser modificada y expresada de la. siguiente
manera:

dX, 1V,

7 :-—(klO +k12X1 +k21X2) Eq. 58

La integracion de la ecuacion 58, da como resultado. la ecuacion biexponencial con la que
puede ser explicado el perfil de concentraciones plasmaticas en funcién del tiempo:

donde G, es la concentracion plasmatica a un momento determinado; C; y C; son los.
coeficientes de las fases de distribucion y eliminacién; A; y 4> son las pendientes de las fases
de distribucién y eliminacion y 't es el tiempo. La relacion entre los coeficientes y
exponentes de las ecuaciones exponenciales y las constantes de eliminacion, distribuciéon y

redistribucién se explican con las siguientes ecuaciones:

kg1 ={CrAy +CoJHC, +C7) Eq. 60
klO' = 2‘1_/12_ /k21' Eq.. 61
kyy =4 + 24y —ky — ko Eq. 62

A partir de cada pendiente pueden ser calculadas las correspondientes semividas de

distribucién y de eliminacién como se muestra a continuacion:

11/212 =0.693/ 2/2 Eq. 64

De la misma manera que en un modelo de un compartimiento con administracion
extravascular, la curva de concentracion plasmatica vs. tiempo puede ser disecada en sus
dos componentes. En este caso, procediendo con el método de las residuales, la constante
de eliminaciéon A, se calcula por regresion lineal de las concentraciones plasmaticas de la
fase terminal transformadas a In. El punto de interseccién con el eje de las ordenadas da
como resultado el coeficiente de la fase de eliminacion C,. El componente de la fase de
distribucién se calcula restando. los valores de las concentraciones plasmaticas observadas.
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durante la fase de distribucién de los valores teéricos correspondientes a la extrapolacion de
la fase de eliminacién. Estos valores se denominan residuales de la fase de distribucién y a
partir de ellos se calcula por medio. de regresion lineal el coeficiente C; y ¢l exponente A, de
la fase de la misma.

La figura III.16. presenta una curva de concentraciones plasmaticas obtenidas tras una
administraciéon intravenosa asimilable a un modelo de dos compartimientos. La curva esta
disecada en sus dos componentes exponenciales calculados mediante el método de las

residuales.

Co=Ciedt+ Cedyt

tiempo

Figura II1.16. Grafica semilogaritmmica de concentracién plasmatica vs. tiempo en un
modelo de dos compartimientos con administracion intravenosa. La curva esta disecada en
sus dos componentes; las fases de distribucion y de eliminacion calculadas mediante el
método de stripping o de las residuales. Las concentraciones plasmaticas pueden ser
explicadas por dos ectaciones exponenciales las que describen una fase de distribucion
cuyos coeficientes y exponentes son C; y 4; y una fase de eliminacion cuyos coeficientes y
exponentes son C, y A.

I11.1.12.2. Volumenes. de distribucion
En un modelo de dos compartimientos son tres los volimenes utiles que pueden ser
calculados y ellos son: el volumen del compartimiento central V., el volumen en estado de

equilibrio Vis y €l volumen de area Virea.

111.1.12.2.1. Volumen del compartimiento central o V;
Tal como fuera descrito en un modelo de un compartimiento, este es estimado a partir de
la relacion entre la cantidad administrada o dosis y el valor de la concentracién plasmatica



a tiempo cero Cy), lo que en un modelo de dos compartimientos se estima por la suma de
los coeficientes.

Coy =C1+C2 Eq.65
D
V.= Eq.66
Cho)

El V. asi calculado es el que se utiliza para el calculo del Clk segiin la ecuacion 6.

IH1.1.12.2 2. Volumen de distribucién al estado de equilibrio 0 Vg

Este es el volumen estimado que mas robustez presenta, ya que desde el punto de vista
fisiologico y matematico. es independiente de todo proceso de. eliminacidon. Tedricamente el
Vss corresponde al valor del factor de proporcionalidad que relaciona las concentraciones
plasmaticas con la cantidad de medicamento presente en el organismo cuando las
velocidades de los procesos de distribucion y redistribucion presentan la misma magnitud.

El calculo del mismo se explica mediante las siguientes relaciones:

ki Xy =kjp X, Eq.67
X, =k X,/ ky Eq.68
Dosis = X, +kyn X1/ ko, Eq.69
Dosis = X, (1+ky, [ kyy) Eq.70
Ve =X, (1+ky, 15 )}/ €, Eq.71
Vg =V, (14ky, 1 kyy) Eq.72

En el caso de un proceso de absorcidon de orden cero o de una perfusion intravenosa a
velocidad constante el Vi es el factor de proporcionalidad que relaciona la concentracion
plasmatica en el estado de equilibrio (Cpes) con la cantidad presente en el organismo cuando

la velocidad de ingreso es igual a la velocidad de eliminacion, siendo en este caso dX/dt = 0.

111.1.12.2.3. Volumen de area o Varea

El Vaea es el factor de proporcionalidad que relaciona la G con la cantidad de
medicamento presente en el organismo durante la pendiente de la fase de eliminacion.
También se lo suele llamar volumen de distribucion en estado de pseudoequilibrio debido a
que durante la pendiente de la fase terminal el proceso de distribucion ha finalizado y

predomina el de eliminacién. De manera que considerando un tiempo t correspondiente a
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una concentracién plasmética medida durante la fase de eliminacién el Vaea se calcula de la
siguiente manera:

donde Xi es la cantidad de medicamento que estuvo presente (fue eliminado) desde O—a, y
por lo tanto la cantidad de medicamento presente a un tiempo dado t se estima de la
siguiente manera:

C2 e_;'z‘

Xl(t) == C[B Eq.74

Basandonos en la ecuacion anterior podemos calcular el Varea de la siguiente manera:

. ClalCs e ') 4, _Clg
G (C2 e ‘) A

EqQ.75

Dadas las condiciones descriptas anteriormente en un modelo de dos compartimientos.

los tres Vy no son equivalentes de manera que: V< Vs < Varea.

[11.1.12.3. Clearance total o sistémico o Clp

Conociendo el V. se puede calcular el Ck total o sistémico, ya que se lleva a cabo desde el
compartimiento central. El calculo se lleva a cabo de la misma manera que para un modelo
de un compartimiento pero esta vez considerando la constante de eliminacion desde el

compartimiento central o kjo.

De la misma manera el Cl puede ser calculado a partir de una infusion intravenosa a
velocidad constante tal como fuera descrito para un modelo de un compartimento:

ko

CIB - Eq.77

“p(ss)

Finalmente el Clz puede ser calculado a partir de la relaciéon entre la cantidad

administrada y el AUG.., la cual puede ser calculada a partir de los coeficientes y

exponentes.
AUC,_,, = % + % Eq.78
Clg = _flase Eq.79

AUC,_,



I11.1.12.4. El proceso de absorcién en un modelo de dos compartimientos

En un modelo de dos compartimientos, €l perfil de concentraciones plasmaticas en
funcion del tiempo obtenido tras la administracion de un medicamento por via extravascular
presenta una distincion clara de las fases de distribuciéon y de eliminacién, tal como puede
observarse en la figura 111.17.

inCp

tiempo
Figura II1.17. Grafica semilogaritmica de un perfil de concentracién plasmatica tipo para un

modelo de dos compartimientos con administracion extravascular. Los procesos de
absorcion distribucion y eliminacion son de orden uno.

La representacion grafica de un modelo de dos compartimientos en donde el

medicamento es administrado por via extravascular se presenta en la figura I11.18.

Figura III.18. Representacién esquematica de un modelo de dos compartimientos con
administracion extravascular, donde X; y X, son las cantidades de medicamento presentes
en los compartimientos central y periférico a un tiempo determinado; k. €s la constante de
absorcién; k2 es la constante de distribucion; kz: es la constante de redistribucién y ko es
la constante de eliminacion. Todos los procesos son de primer orden.



Las ecuaciones diferenciales que definen al modelo son las siguientes:

X,

7 ~(k1 + ko)X, + Ky X, + Xk, Eq.80
dXx
_d—: =k Xy —ky X, Eq.81

En donde dX,/dt y dXa/dt son las derivadas de las velocidades de desaparicion del
medicamento desde los compartimientos central y periférico en funcion del tiempo; X, es la
cantidad de medicamento disponible para ser .absorbido a un tiempo determinado; k. es la
constante de absorcion de orden uno; X; y X son las cantidades de medicamento presentes
en los compartimientos. central y periférico a un instante determinado; kio es la constante
de eliminacién desde el compartimiento central, mientras que k2 y kz:1 son las constantes de

distribucion y redistribucion.

Mediante la integracion de la ecuacidon 80 y considerando el concepto de
biodisponibilidad, la ¢, de un medicamento en el compartimiento central a un tiempo

determinado esta dada por la siguiente ecuacién:

ko FD| (kyy—A)e™" (ko - A )e ™! (g —ka)e ™'
Cp = + - Eq.82
Vo [Go-)ka-24) (ha-2) 0 -2) (h-k)(A-k.)
La ecuacion anterior puede ser expresada de la siguiente manera:
Cp=Ce ™ +Cye™ +Cy e Eq.83
De donde los coeficientes son estimados de la siguiente manera:
. _ _ky FDky -4)
Cp=—7 Eq.84
! Vc (%_%)(ka-ﬂ'l)
ko F Dlky — 2)
C,=—2 : Eq.85
? Vc (ka"’lZ)(ﬂ’l_’?Q)
C3 ka F D(kZI "ka) Eq.86

ACETRIFETR

En el caso en que el perfil de concentraciones plasmaticas sea ajustado mediante un
modelo exponencial como el que acabamos de describir, los parametros del modelo pueden

ser calculados. de la siguiente manera:

Caliky +CiAgky +C3hd, Eq.87
CZ(ka - ;"2)+ C—l(ka - ’1’1)

k12 =



44y
ko =
" ky, Eq.88
ki =4 + 4y —kyy —kyg Eq.89

I11.1.12.5. Método de las residuales o stripping aplicado al proceso de absorcion de orden
uno en un modelo de-dos compartimientos.

En este caso, la estimacion de la k. se puede realizar mediante el método de las
residuales de la siguiente manera: A partir de los valores de las concentraciones plasmaticas
transformadas a logaritmos naturales se calculan las los valores de A4; y 4, de la misma
manera que en una administracion intravenosa. El calculo de C; y ko se realiza por
regresion lineal de los. valores de las residuales de la fase de absorcion, las. que se calculan
restando los valores de las concentraciones plasmaticas durante la fase de absorcion a los
valores estimados de la fase de distribuciéon. Lo anteriormente explicado se halla

representado en la figura I11.19.

Co=Cret+ Credt— ekt

tiempo

Figura III.19. Grafica semilogaritmica de concentracién plasmatica vs. tiempo en un
modelo de dos compartimientos con administracién extravascular. La curva esta disecada
en sus tres componentes: las fases de absorcién, distribucién y eliminacion calculadas
mediante el método de stripping o de las residuales. Las concentraciones plasmaticas
pueden ser explicadas por tres ecuaciones exponenciales, las que describen una fase de
absorcion cuyos coeficientes y exponentes son: Cz y ke, cuyos coeficientes y exponentes son
C: vy A1y una fase de eliminaciéon cuyos coeficientes y exponentes son C; y A; Este método no
puede ser aplicado en el caso de existir un fendmeno de flip-flop.



Este modelo merece ciertas consideraciones, ya que un medicamento que luego de su
administracién intravenosa describe un perfil de concentracién plasmética biexponencial
asimilable a un modelo de dos compartimientos, luego de la administracion extravascular a
la mayoria de las veces presenta un perfil de concentraciones plasméticas en donde es dificil
llegar a distinguir una fase distributiva y la curva de concentraciones plasmaticas tiende .a
ser biexponencial mas que multiexponencial. Es decir que las caracteristicas del

medicamento le confieren al organismo la apariencia de un compartimiento mas que de dos.

En estos casos es posible observar que cuando €l valor de k. se aproxima.al valor de 4, el
perfil de concentraciones plasmaticas €s consistente con un modelo triexponencial
extravascular asimilable a un modelo de dos compartimentos. Sin embargo, cuando ¢l valor
de ka se aproxima al valor de k, el perfil plasmatico es mejor descrito con un modelo de un
compartimiento. En resumen es caracteristico de un modelo de dos compartimientos que el

valor de k, sea mayor que kz; 0 muy cercano a 4.

Otra complicacion que puede presentarse €¢s que un fenomeno de flip-flop analogo al que
se describi6 en el modelo de un compartimiento pueda presentarse haciendo dificil la
diferenciacion entre kq y A:. De igual manera el (inico método confiable para solucionar ese
problema es la realizacion de una administracion de un bolo intravenoso y determinar los

valores. de 4, y 4> de manera independiente.

111.1.12.6. El proceso de absorcion de orden cero en un modelo de dos compartimientos

La variacién de la cantidad de medicamento en el compartimiento central cuando el
ingreso al mismo ocurre a una velocidad constante es explicada por las siguientes
ecuaciones diferenciales, a partir de-las cuales pueden ser calculadas las cantidades del

medicamento en el compartimiento central en cualquier instante:

% = ~(ky, +k1‘o)—X1 +ky X5 +kg Eq. 90

En donde X,/dt es la derivada en funcion del tiempo de la cantidad de medicamento en el
compartimiento central; X1 y X; son las cantidades de medicamento presentes en los
compartimientos central y periférico en un instante determinado; Kkiz, k2 ¥ kio son las
constantes de distribucién, predistribucion y eliminaciéon de orden uno aparente y ko €s la

constante de ingreso/absorcion de orden cero.



Una representacion esquematica de un modelo de dos compartimentos con absorcién de
orden cero es presentada en la figura I11.20.

l k1o

Figura III.20. Representacion esquematica de un modelo de dos compartimientos con
administraciéon extravascular, donde X; y X, son las cantidades de medicamento presentes
en los compartimientos central y periférico a un tiempo determinado; ko es la constante de
absorcion de orden cero; kiz; k2:1 ¥ kio son las constantes de distribucion, predistribucion y
eliminaciéon de orden uno aparente.

A partir de la integraciéon de la ecuacién 90 la. G, en el compartimiento central en funcién
del tiempo durante el proceso de absorcion de orden cero es descripta por la siguiente

ecuacion:

_ ko (kzl —)91)'3'41’ ko (kzl “&2)'@‘—@ Eq. 91
PV, Wl -4)  VelAa G- 4)) b

donde G, es la concentracion plasmatica a un tiempo determinado; V: es el volumen del
compartimiento central; 4; y A, son las pendientes de las fases de distribucion y eliminacion;
k12, k21 y kio son las constantes de distribucion, predistribucion y eliminacién de orden uno;
ko es la constante de absorcion/ingreso de orden cero y t es el tiempo. Esto ocurre durante
el intervalo en donde O < t < T en donde O es el tiempo inmediato anterior al inicio del
proceso de absorcion; t es el tiempo y T es la duracién del proceso de absorcion de orden
cero. Cuando el proceso de absorcién de orden cero ha concluido, es decir cuando t > T, la

Cp es calculada segun la siguiente ecuacion:

ko (ky —zl)'(e“ —le"“‘) ko ks, -ﬂz)'(e” -1e**2')

PTG A) T Ve Galh - A)) 5q. 92

C

donde tes el tiempo y Tes la duracién del proceso de absorcion.
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Una curva de concentracién plasmatica en un modelo de dos compartimientos con
absorciéon de orden cero se presenta en la figura 111.21.

InCp

tiempo

Figura 1I1.21. Grafica semilogaritmica de concentracion plasmatica vs. tiempo en un
modelo de dos compartimientos en el que es operativo un proceso de absorcion de orden
cero. En la misma puede distinguirse €l momento en el que el proceso de absorcion finaliza
y comienzan a predominar los procesos de distribuciéon y eliminaciéon. Una pequena fase de
distribucién se insinta al final del proceso de absorcion.

[11.1.12.7. El meétodo de Loo & Riegelman

Se ha comprobado que los métodos basados en la aceptaciéon de que el organismo se
comporta como un unico comportamiento no resultan en aceptables estimadas de las
velocidades de absorcién cuando se analiza un modelo de dos compartimientos. Estos
métodos dan lugar no solo al calculo de un incorrecto valor de ke, Sino que ocasionalmente

son incapaces de definir el orden del proceso.

En el afio 1968, J. C. K. Loo y S. Rielgeman (72 propusieron un método considerando la
distribuciéon del medicamento entre los compartimientos central y periférico. Este método de
calculo permite realizar una discriminacién mas precisa de los procesos de absorciéon de
orden uno y cero. La gran limitante de este método es que para aplicar ¢l mismo se requiere
de los datos obtenidos a partir de los estudios de administracién intravenosa y
extravascular realizados en el mismo individuo. En este caso ¢l valor de ko es determinado

en el estudio intravenoso.



La ecuacién utilizada para general el grafico de absorcién fraccional es analogo al método
utilizado por Wagner y Nelson; (206) (107)

Xawy CogVe thoVe AUCo+ Xy

X, ki V., AUC,_, £ 93

a(—co

donde Xuq €s la cantidad de medicamento absorbida a un tiempo dado; X €s la cantidad
absorbida total y X,y es la cantidad de medicamento presente en el compartimiento
periférico a. un tiempo determinado. El método de calculo de X4 puede ser consultado en la
bibliografia correspondiente (2. Considerando que Clg es calculado como k. Ve y
expresando ¢l resultado en porcentaje tenemos que:

CP’(:)VC +Clg AUC,_ +X

P(s)
100 Eq. 94
Clg AUC,_. q

% abs =

donde % abs es el porcentaje de medicamento .absorbido en funcién del tiempo transcurrido
desde el inicio del proceso de absorcion. Debe tenerse en cuenta que este porcentaje de
farmaco absorbido corresponde a la fraccidon disponible para su absorcién y no a la dosis
administrada. La ventaja de este método, al igual que el descrito por Wagner y Nelson es
que no existe previa aceptacion del orden del proceso implicado, por lo que procesos de

absorcion complicados pueden llegar a ser modelizados.

III.1.13. Modelos multicompartimentales
[11.1.13.1. Concepto

El comportamiento farmacocinético de la mayoria de los medicamentos puede ser
explicado con el modelo de dos compartimientos. No obstante pueden llegar a presentarse
un variable numero de compartimientos. periféricos, lo que da lugar al desarrollo de modelos
multicompartimentales. El desarrollo de estos modelos esta fuera del objetivo de este
capitulo y del alcance de esta tesis doctoral, sin embargo, creemos conveniente describir en

forma rapida y sencilla €l mas comin de estos modelos.

I11.1.13.2. Modelo de tres compartimientos con administracion intravascular

Con el desarrollo de técnicas analiticas que permiten cuantificar concentraciones cada
vez menores de medicamento en plasma, €l modelo de tres compartimientos comienza a
tener un importante papel en la descripcibn y la explicacion del comportamiento
farmacocinético de muchos. medicamentos. Este tipo de modelo se emplea generalmente
para explicar perfiles de concentraciones plasmaticas en experimentos que se han

conducido durante un largo periodo de tiempo.
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En este caso se acepta que el medicamento se distribuye desde el compartimiento central
hacia un compartimiento periférico superficial y otro profundo y las velocidades de
distribucion y redistribucién son distintas para cada corripanimjen.to. Yy a Su vez son
menores que k0. Esta situacion se refleja en el modelo representado graficamente en la
figura 111.22.

Dosis
k12 ki3
o EE—— >
X, | X X3
| < |
ka1 k31

l k1o

Figura II1.22. Representacion esquematica de un modelo de tres compartimientos con
administracion intravenosa donde X;, X; y Xz son las cantidades de medicamento presentes
en los compartimientos central, periférico superficial y profundo a un tiempo determinado;
ki y kia son las constantes de distribucion hacia los compartimientos periférico superficial
y profundo; k21 y ka1 son las constantes de redistribucién desde los compartimientos
periférico superficial y profundo y ko €s la constante de eliminacion desde el
compartimiento central. Todos los procesos son de primer orden.

El perfil de concentraciones plasmaticas en funcion del tiempo de un modelo de tres

compartimientos con administracion intravascular se presenta en la figura 111.24.

C=Cedt+CeMHt+ (3e 43¢

tiempo

Figurs II1.24. Grafica semilogaritmica de concentracién plasmatica vs. tiempo en un modelo de tres
compartimmientos con administracion intravenosa. La curva esta disecada en sus tres compornerntes las
fases de distribucién rapida y lenta y la fase de eliminacion calculadas mediante el método de
stripping o de las residuales. Las concentraciones plasmaticas pueden ser explicadas por tres
ecuaciones exponenciales, las que describen una fase de distribucién rapida cuyos coeficientes y
exponentes son C y 41, una fase de distribuciéon lenta cuyos coeficicntes y exponentes son (2 y 42 y
una fase de eliminaciéon cuyos coeficientes y exponentes son (3 y As.
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El sistema de ecuaciones diferenciales que permite el calculo de las cantidades de
medicamento en el curso del tiempo en el compartimiento central a cada instante es el
siguiente:

ax,

& =‘(k|o +k5 +k13)X1 + K3 Xy + k31 X, Eq. 95

En donde dX,/dt es la derivada de la velocidad de desaparicién del medicamento desde el
compartimiento central en funcién del tiempo; X, X> y Xs son las cantidades de
medicamento presentes. €n los compartimientos central, periférico superficial y profundo a
un tiempo determinado; kj; y ks son las constantes de distribuciébn hacia los
compartimientos periférico superficial y profundo; k.1 y ks son las constantes de
redistribucion desde los compartimientos periférico supcrfﬁcial y profundo y kio es la

constante de eliminaciéon desde el compartimiento central.

La integral de la ecuacién 95 da como resultado la siguiente ecuacién triexponencial con

la cual se describe ¢l perfil de disposicién plasmatica del modelo en cuestion.

(_,'p :(/‘1 e"-,ll ! +C:2 e"]?‘ '|"'(,‘3 e'-%" Eq. 96

donde C, es la concentraciéon plasmaéatica .a un tiempo determinado, C;, C; y C; son los
coeficientes y A1, A2, ¥ A3 son las pendientes de las fases de distribucion rapida, lenta y de

eliminacion, “€” es la base de los logaritmos naturales. y t es. ¢l tiempo.

II1.1.14. An#lisis farmacocinético no compartimental
[11.1.14.1. Definicién

En las secciones anteriores. hemos utilizado métodos no compartimentales para la
estimacion de ciertos parametros farmacocinéticos sin referimos a ellos como tales.
Conviene tener en cuenta que aunque €l termino “no compartimental” es usado para definir
el método, todo analisis no compartimental asume que al menos un compartimento existe
en este caso el central, va que la mayoria de los estudios farmacocinéticos se realizan a

partir de las concentraciones medidas en plasma.

Para que el analisis no compartimental pueda ser aplicado, se debe trabajar en sistemas
lineales, es decir que debe existir una relacion directa entre las concentraciones plasmaticas
y la cantidad de medicamento en el organ.i.smo... Considerando este ultimo aspecto, todo
analisis no compartimental tiene su analogo compartimental, ya que los perfiles plasmaticos

pueden igualmente ser descriptos por ecuaciones exponenciales.
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El método no compartimental fue aplicado por primera vez en la resoluciéon de problemas
farmacocinéticos en ¢l aftio 1978 por Yamaoka y col., (111} y se basa en la teoria del momento
estadistico. Esta teoria firma que una curva de cmcen&achn plasmatica puede ser
considerada como una curva de distribucion estadistica de manera independiente de la via
de administracion utilizada. Los primeros tres momentos estadisticos son los siguientes:

- Area bajo la curva (AUC) o momento cero.
- Tiempo medio de residencia (MRT) o primer momento.
- Varianza del tiempo medio de residencia (VRT) o segundo momento.

Estos momentos pueden ser calculados mediante integracion numeérica usando el método
trapezoidal. Solamente los momentos cero y primero son usados en el analisis
farmacocinético debido a que los momentos mayores aumentan €l error cuya magnitud es

inaceptable para este tipo de estudios.

11.1.14 2. Calculo del area bajo la curva (AUC).
Cuando una curva de concentracién plasmatica como por ¢jemplo la hallada tras una
administracion i.v. puede ser explicada por medio de ecuaciones exponenciales, el AUC

aritmética o estimada puede ser calculada de la siguiente manera;
AUC = — + —= oo Eq.97

donde C), C; y C, son los coeficientes y 41, 42 ¥ 4a son los exponentes. Sin embargo en el
método no compartimental el calculo del AUC se realiza mediante el método trapezoidal, y la
correcta aplicacion de esta técnica es muy importante para realizar el calculo de la
biodisponibilidad (F).

Un perfil plasmatico esta compuesto por un numero finito de concentraciones
plasmaticas (G} correspondientes a los tiempos (t}j de muestreo. En la figura I11.24 se
muestra que la Gy corresponde al t; y la Gy corresponde al . Aunque estas dos
concentraciones determinan el segmento de una curva exponencial, nosotros podemos
considerar que ambas pueden ser unidas por una linea recta descendente desde la Gy,
hasta la Cy2). De esta manera el area delimitada por Gyu)— Gpzy y t — 2 €s un trapecio y el
célculo de su area de superficie se realiza por medio de la siguiente ecuacion:

Con +C
AUC, _, = me P2 (1, -1,) Eq.98
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El area bajo la curva delimitada por las Cpy y Cpe y los tiempos 1, v f; se encuentra
representada en la figura 111.24.

Cp

tiempo

Figura 1I1.24. Representacion grafica de un trapecio determinado por dos concentraciones
plasmaticas Gy y Gy y sus respectivos tiempos t1 y £, en una curva de eliminacion
exponencial.

La sumatoria de todas las AUCs parciales da como resultado al AUC comprendida desde

el t; hasta el tiempo de la tiltima concentracién medida (ty).

BC w o
) L pms)
AUCO_,(,M,)_-:Z: p(r - P+ (

i=1

t("_‘_l) "'t(n)) Eq.gg

Sin embargo el AUC asi calculada no esta completa, ya que no ha sido calculada el area
comprendida entre la ultima concentracion medida (Gouasg) € infinito {x). Esta area
corresponde a un triangulo y su area no puede ser calculada con la ecuacion 86, ya que solo
se dispone de una sola concentracion plasmatica (Cyusy) y Un solo tiempo real (fiasg) y €8s

necesario entonces utilizar la ecuacion siguiente:

Coi Cottasiy-1 ~Cpy
AUC,_, =270 = C 1 -2 PO Eq.100

Ay Ltasty ~ Ltast)-1
donde AUG,.. es el area bajo la curva desde la ultima concentracidn medida extrapolada al
infinito; A, es la pendiente de la fase terminal; Gyusy €s la ultima concentracion plasmatica
medida; Cogaes.1 €s la concentracion plasmatica inmediata anterior a la ultima concentracion
medida; tusg s el tiempo correspondiente a la ultima concentracion medida y fpesy-1 €s €l
tiempo correspondiente a la concentracién inmediata anterior a la ultima concentracion

medida.
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De manera que el area bajo la curva extrapolada al infinito es la suma de las dos areas
parciales anteriormente calcitladas tal como se presenta aqui:

AUCO—CD = AUCO—fﬂaBt) +AUC!"(1RBt,-CO MIOI

En donde AUCo, es el area bajo la curva desde tiempo cero al infinito; AUCs yasy €S £l
area bajo la curva desde tiempo cero hasta la Gltima concentracion plasmatica medida y

AUCast)-« €S €l area bajo la curva desde la tiltima concentraciéon medida hasta el infinito.

En contraste con la sencillez de su procedimiento de calculo este método acarrea un
error, ya que asume que la relacion entre las concentraciones plasmaticas; como por
ejemplo (G ¥ Gozy) €s una funcion lineal y no una funcidén exponencial. De lo anterior
resulta que en los tramos descendentes de la curva las ‘areas de los trapecios estaran
sobrestimadas, mientras que ocurre lo contrario en los tramos ascendentes de la curva, en
donde las areas de los trapecios se¢ haya subestimada. Lo expuesto puede ser comprendido
mas facilmente observado en la figura II1.25.

Subestimacidn del AUC

Sobreestimacion del AUC

tiempo

Figura III.25. Grafica aritmética de un perfil de concentraciones plasmaticas de un
medicamento obtenido tras su administracion extravascular. En la grafica puede observarse
que los puntos representan las concentraciones plasmaticas experimentales y la linea de
puntos representa el area bajo la curva calculada por el método trapezoidal aritmético. El
método resulta en una sobreestimacion del valor de dichas areas en la fase descendente de
la curva mientras que por el contrario resulta en una subestimacion de las mismas en la
fase ascendente de la curva.
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En esos casos el error puede minimizarse en los tramos descendentes de la curva
utilizando el método trapezoidal logaritmico:

AUC, _, = nCoy ~1Cpay _ Cony = Co 2 - 11)

Eq.102

donde InG,, y InGy son los logaritmos naturales de las concentraciones plasmaticas
consideradas. Las limitaciones de este método son:

- No puede ser aplicado en las fases ascendentes de las curvas

- No puede ser aplicado entre dos concentraciones iguales o similares.

- No debe ser utilizado cuando en la porcién descendente de la curva la Gyasg-1 €S > que la
Cpitasy.

- No es conveniente utilizarlo cuando los intervalos entre muestras son muy grandes.

I11.1.14.3. El tiempo medio de residencia (MRT)

El calculo del MRT o primer momento estadistico se basa en la siguiente teoria; si se
considera a una molécula “a” que ingresa al organismo, es imposible predecir el tiempo que
permanecera dentro del mismo, ya que puede ser eliminada rapidamente o puede
permanecer igualmente por un periodo prolongado. Pero si por el contrario consideramos a
un grupo de moléculas “n”, entonces el tiempo de permanencia del conjunto de moléculas
consideradas presentara un comportamiento mas homogéneo y el tiempo de permanencia

de las mismas puede ser estimado en forma estadistica.

Por ejemplo, si un conjunto de “n” moléculas permanece en el organismo un periodo de
tiempo “t”, entonces n x t es igual al tiempo medio de residencia acumulado por todas las
moléculas. Dividiendo ese valor por el nimero de moléculas, entonces obtenemos el MRT

para cada una de las mismas.

nxt
n

MRT = Eq.103
donde MRT es el tiempo medio de residencia o primer momento estadistico para un grupo de
moléculas; n es el numero de moléculas ingresadas al organismo y t es el tiempo de
permanencia de estas en el mismo. Siguiendo la misma linea de razonamiento y
considerando varios conjuntos de moléculas, el MRT es la sumatoria de los MRT parciales de
caga grupo de moléculas:

ot _
MRT =114 22 4o
nl nz n‘ "l +n2+ ..... n,

Eq.104
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En un sistema farmacocinético linear asumimos que existe una relacion directa entre la
G medida a un tiempo determinado y la cantidad de moléculas presentes en el organismo
en ¢se mismo momento. Si en una curva de G, versus tiempo consideramos una 4ty la G
medida al tiempo final de ese intervalo, entonces tendremos que G, x At da como resultado
el AUC correspondiente al conjunto de moléculas que permanecieron en el organismo
durante ese intervalo de tiempo. Aceptando que el AUC,.. es proporcional a todas las

moléculas que estuvieron presentes en el organismo: tenemos que:

Cod1
AUC,_,

Eq.105

entonces obtenemos ¢l factor de proporcionalidad que multiplicado por el niimero de

moléculas ingresadas al organismo:

C 4t
n
AUC,_,

Eq.106

me da el nimero de moléculas presentes en el organismo en el intervalo de tiempo

considerado, el que a su vez multiplicado por el tiempo final del intervalo:

C,41
n
AUC,_,,

t Eq.107

me da el MRT acumulativo de todas las moléculas presentes en el organismo durante el
intervalo considerado. De manera que dividiendo ese valor por el numero de moléculas

ingresadas al sistema:

C 41
n
AUC,_,
n

'

Eq.108

obtenemos el MRT para cada una de las moléculas presentes en el organismo durante el
intervalo de tiempo considerado. Suprimiendo el término n e integrando el numerador
obtenemos el MRT de todas las moléculas ingresadas al organismo.

"1C_dt
MRT=I° P AUMC Eq.109
AUC,., ~ AUC

El numerador se conoce como al area bajo el momento de la curva y el calculo del mismo

para un intervalo determinado se resuelve de la siguiente manera:

C +Cp(2) (

AUMC, _, =—2 2 t, -4t Eq.110
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De manera que ¢l AUMC total se calcula por medio de la sumatoria de los valores de las
AUMC parciales.

n CP
AUMCy_yjasy = D

i-1

n+c

pn+l)
2 ( f

il =1n)tnn Eq.111

De la misma manera que en el caso del AUC, aqui el AUMC queda inconclusa desde el
tiempo correspondiente a la ultima concentracion medida hasta el infinito. El céalculo del

AUMC de la fraccion extrapolada se realiza mediante la siguiente ecuacion:

Ytasty C C
AUMC,, == "Pdash (Z"_‘;’;’ Eq.112
n

n-o 1

n

En donde tusy es €l tiempo de la altima concentracion medida; CGyuasg €s la ultima
concentracion medida y 4n s la pendiente de la fase terminal.

En el caso de que el perfil de concentraciones plasmaticas haya sido ajustado con un
modelo poliexponencial, al AUMC puede ser calculada de la siguiente manera:
Cy C, C,
+ +
)y @F @)

El MRT asi calculado es analogo al t;/» calculado a partir de la ke, y para el caso de un

AUMC =

Eq.113

modelo de un compartimiento, ¢l mismo puede ser calculado de la siguiente manera:

MRT =L Eq.114
.-kel

El MRT es el tiempo en el cual se han eliminado del organismo el 63.2% de las moléculas

tal como lo prueba la siguiente relacion:

(’P :-('P(O) (4 el Eq. 17

Reemplazando t por MRT entonces tenemos que:

N —k, MRT Ea 1l

‘(/p ='(*p(0) e ke MR Eq.115
""'elki :

CP =CP(0) ¢ o Eq.116
-1 . 117

CP =CP(0) € Eq.l 17

C, = Cpy 0.368 Eq.118
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Es decir que al MRT la G es ¢l 36.8% de la Gy por 1o que el 63.2% restante ha sido
eliminado. A partir entonces del momento cero y del primer momento se pueden obtener los
siguientes parametros farmacocinéticos:

1, = Dosis 20
B~ AUC Eq.

A partir de la ecuacién 103 tenemos que:

1

ko = ——0 2q.

el =3 Eq.119
t /2 =0.693/(1/ MRT) Eq.120
1,5 =0.693 MRT Eq.121

El t, ;2 asi calculado es el tiempo en que la cantidad de medicamento presente en el
organismo ha disminuido hasta su mitad y no debe ser confundido con el t,,; calculado a
partir de la pendiente de la fase terminal. El MRT es también €l momento en el que el Vigres
es igual al Vyss).

Dasis MRT = Dasis AUMC _ Dasis AUMC

, _ _ Eq.122
Ads8) T e AUC * AUC AUC? :

——

El tiempo medio de absorcion (MRTaus) es el tiempo promedio que las moléculas
permanecen en ¢l sitio desde donde son absorbidas y equivale al tiempo en el que el 63.2%
de las mismas han sido absorbidas. Su calculo se basa en el conocimiento del MRT

calculado a partir de las administraciones intravenosa y extravascular.

MRT,, = MRT,, ~MRT, Eq.123

donde MRT., vy MRTy son los tiempos medios de residencia calculados a partir de las

administraciones extravascular e intravenosa respectivamente.

Para el caso de un modelo de un compartimiento la ka se calcula de la siguiente

mane€ra.

1

ky = ———
MRT,,,

Eq.124
Por lo tanto;

tl'fz' - 0.639 mrab. Eq..125
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En el caso de una perfusién intravenosa ¢l MRTus se calcula dividiendo el tiempo de
perfusion (tyr) por dos:

R,
MRT,p, = p;"f Eq.126

De manera que el tiempo medio de residencia total (MRTiowa) €8 igual a:

lner
MRT,1q = p;ff +MRT Eq.127

De esta manera damos punto final a esta escueta introduccion a los principales topicos
del analisis farmacocinético compartimental y no compartimental, los que seran
indispensables la comprension de los estudios farmacocinéticos presentados en esta Tesis

Doctoral.



CAPITULO IV

Farmacocinética de ricobendazole
luego de su administracion intravenosa y
extravascular en terneros;
influencia de la via de administracion
y la formulacion empleada sobre la

cinética del proceso de absorcion



IV.1. INTRODUCCION

La concentraciéon en funcién del tiempo de un medicamento en su sitio de accidon esta
determinada por una variedad de fenémenos que podemos considerarlos incluidos en dos

procesos fundamentales; los procesos de disposicion y los procesos de absorcion.

La cantidad de medicamento que alcanza su sitio de accidn esta determinada a su vez
por dos factores; la cantidad de medicamento que ingresa al compartimento central o sea el
grado de absorciéon del mismo y la velocidad con la que el medicamento es liberado desde €l
sitio de absorcién hacia €l compartimento central. Este Gltimo proceso es el responsable de
las concentraciones alcanzadas en el compartimento central y del tiempo de permanencia o

residencia dentro del organismo.

Aunque los procesos de disposicion son los responsables en gran medida de la
disponibilidad del medicamento en su sitio de accién, estos en general no son susceptibles
de ser modificados, por lo que la cinética plasmatica de un medicamento puede ser
modificada con mayor facilidad mediante el control del proceso de absorcién, el que se

realiza en forma general de dos maneras:

a- mediante el uso de distintas vias de administracion.

b- mediante la modificacion de las formulaciones farmacéticas.

Estas dos herramientas son muy importantes, ya que nos permiten explotar el perfil
farmacolégico de una molécula al mejorar su biodisponibilidad y prolongar su efecto
logrando concentraciones sostenidas en el organismo. De esta manera vemos como cada dia
se presta mas atencion al desarrollo de nuevas formulaciones capaces de mejorar la eficacia
de los medicamentos ya existentes antes que al desarrollo de nuevas moléculas. ') (12} Por

esta razon el desarrollo de formulaciones que controlen el proceso de absorcién necesita de

meétodos para describir, cuantificar y explicar dicho proceso.

El analisis matematico de los datos es indispensable para conocer la mecanica de los
procesos de absorcion, no solo en su velocidad sino también en el orden con el que se lievan
a cabo los mismos, lo cual es uno de los objetivos del estudio llevado a cabo en el desarrollo

de esta Tesis Doctoral.
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IV.2. MATERIALES y METODOS

IV.2.1.Animales experimentales

En este estudio se utilizaron seis terneros raza Holstein sanos y libres de parasitos con
un peso comprendido entre los 150 y 170 kg. Durante las fases experimentales los animales
permanecieron en potreros de alfalfa disponiendo de agua a voluntad.

IV.2.2.Medicamento administrado

El medicamento administrado fue el metabolito activo de ABZ también conocido como
albendazole sulfoxido (ABZSO) o ricobendazole (RBZ). El mismo fue administrado por las
vias i.v., s.c. € ir. segan un disefio de cross-over con tres fases y con tres grupos de
tratamiento compuestos de dos animales en cada, uno siendo el periodo de espera entre el
desarrollo de las fases de cuatro semanas. Durante el desa-rrol-lo de la tercera fase un
animal tuvo que ser retirado el experimento por razones ajenas al procedimiento

experimental.
El RBZ fue administrado a la dosis de 7.5 mg.kg ! en tres formas farmacéuticas:

- Como solucion experimental al 10% en DMSO para su administracion i.v.
- Como solucion comercial al 15% (Syntiotal-R®) para su administracion s.c.

- Como suspension experimental al 10% para su administracion i.r.

La solucion comercial estaba formulada en un vehiculo conteniendo propilenglicol,
polivinilpirrolidona, acido hidrocloérico y agua destilada presentando un pH final de 1.05. En
todos los casos las muestras de sangre fueron tomadas por punciéon directa de la vena
yugular a los siguientes tiempos pos administracion: 1, 5, 15, 30, 45 y 60 minutosy 2, 4, 6,
8, 10, 12, 18, 24, 30, 36, 48 y 60 hs y posteriormente depositadas en tubos heparinizados
los que fueron refrigerados en recipientes con hielo. El plasma fue separado mediante
centrifugaciéon dentro de la hora de la extraccion y almacenado a —20 °C hasta su posterior

analisis.

IV.2.3.Procedimiento analitico

Ricobendazole y su metabolito inactivo ABZSO2 fueron extraidos de la matriz
plasmatica mediante la técnica reportada por Galtier et al. @9 y su deteccion y
cuantificacion se realizo mediante Cromatografia Liquida de alta Resolucién (HPLC)
utilizando la técnica reportada por Marriner & Bogan, ©2) Los limites de cuantificacion de
RBZ y ABZSO2 fueron de 0.07 y 0.08 pug/mL y los porcentajes de recuperacion fueron de
81.4% y 99.3% respectivamente.



IV.2.4.Andlisis farmacocinético del RBZ tras su administracién i.v.

El analisis farmacocinético de RBZ fue realizado mediante el uso de modelos descriptivos
(exponenciales) y compartimentales. En ambos casos los diferentes parametros fueron
estimados mediante regresion lineal ponderada de minimos cuadrados.

IV.2.4.1. Analisis mediante un modelo descriptivo o exponencial
Los perfiles de concentracién plasmatica de RBZ obtenidos luego de su administracién

intravenosa fueron ajustados a la siguiente ecuacion poliexponencial:

n
Coy =D Cie™ Eq.1
i=1

donde Gy es la concentracion plasmatica de RBZ al tiempo t, G es el coeficiente del iésimo
termino exponencial, “€” es la base de los logaritmos naturales, y 4 es el iésimo término
exponencial. Los parametros iniciales fueron calculados mediante el método de las
residuales, 8 los que fueron refinados mediante regresion no lineal ponderada de minimos
cuadrados considerando los siguientes esquemas de ponderacién de datos: 1, /Nx, 1/x y
1/x%. El mejor esquema de ponderacion fue considerado como aquel el que logré una

distribuciéon homogénea y al azar de los valores residuales respecto ¢l eje de las abcisas.

Basandonos en el test de MAICE (111 fue seleccionado un modelo de ajuste biexponencial.

C,=C e h!+C e Eq.2

donde G, es la concentracion plasmatica al tiempo t, C; y ¢ son los coeficientes de la
ecuacion exponencial que describen la curva de disposicion plasmatica, 41 y 42 son los
exponentes de la ecuacion biexponencial asociados a las fases de distribucion y eliminacion
y t es el tiempo. Las semividas de distribucién (ti;241) y eliminacion (ti,242) de la curva de

disposicion plasmatica fueron calculadas de la siguiente manera:

0.693
tleAn = T Eq.3

n

IV.2.4.2. Analisis mediante un modelo compartimental
A partir de la discriminacion de un modelo de ajuste biexponecial un modelo
bicompartimental fue seleccionado para describir la disposicion plasmatica del RBZ y

explicar los procesos de eliminacién, distribucion y predistribucion.



Este modelo es descrito por las siguientes ecuaciones diferenciales:

dx,

7"("10 +hyy) X +ky X, Eq.4

dX

—df =k Xy ~ky Xy Eq.5
X,

C, -_-}_/._ EqQ.6

donde X; y X; son las cantidades de medicamento presentes en los compartimentos central
y perif€rico a un tiempo t, y dX,/dt y dX,/dt son las diferenciales en funcion del tiempo de
las cantidades de medicamento presentes en los compartimentos central y periférico; V. es
el volumen- aparente del compartimento central; ko es la constante de primer orden
aparente de eliminacion, ki2 y ks son las constantes de primer orden aparente de

distribucion y redistribucién respectivamente.

Los perfiles plasmaticos obtenidos tras la administracion i.v. de RBZ fueron analizados
con el modelo descrito anteriormente, lo que permitidé calcular los parametros

farmacocinéticos primarios: V., kio, Ki2y ke1.

El clearance corporal (Clg) de RBZ fue calculado usando el método compartimental de la

siguiente manera:

Clg =V, k4 Eq.7

donde D es igual a la dosis administrada y AUC.. €s el area bajo la curva de concentracion

plasmatica en funcién del tiempo calculada desde tiempo cero al infinito calculada por el

método trapezoidal.

El débito cardiaco o volumen ventricular (mL/min) fue calculado en base a una
aproximacion alométrica mediante la aplicacion de la siguiente ecuacion:
Y = aP® Eq.8

donde Y es el debito cardiaco, a es el coeficiente alométrico, P es el peso expresadoen kgy b
es el exponente. Reemplazando términos y dividiendo el resultado por el peso del animal el
dedito cardiaco expresado en mL.min-1.kg-!.

o=(87 po81)p Eq.9

donde Q es el débito cardiaco, 187 es el coeficiente alométrico y 0.81 es el exponente.39)
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El coeficiente de extraccién (ER) fue calculado usando la siguiente relacion:

ER=Clg/Q Eq.10

Las constantes de disposicién rapida (4:) y lenta (4 asociadas a los procesos de

distribucién y de eliminacién fueron calculadas de la siguiente manera:

ko ko
A =—-—~2; 0 Eq.11
2
A, =05 [(kl2 +hyy +hyg)- \/(klz thyy +hy) —4ky klo] Eq.12

Las semividas de distribucion y de eliminacion fueron calculadas mediante el método

descrito anteriormente (ver ecuacion 3).

El volumen de distribucion aparente (Vis) estimado al estado de equilibrio estacionario

fue calculado de la siguiente manera:
_ vy
Ve =V, | 1+ Eq.13
k31

El volumen de distribucién aparente al estado de pseudo equilibrio estacionario o

también llamado volumen de area fue calculado de la siguiente manera:

y Gl

area "~
’12

Eq.14

La fraccion de medicamento presente en ¢l compartimento central al momento del

estado de equilibrio estacionario (fy) se calculo de la siguiente manera:

fo =hay [ teyg +kyy) Eq.15

La fraccion de medicamento presente en el compartimento central al momento del

estado de pseudoequilibrio estacionario (f; ) fue calculada mediante la siguiente expresion:
So =k -4/ (ku +hy - ’lz.) Eq.16

IV.2.5. Administraciones s.c. e i.r.
El AUG,.. fue calculada mediante el método trapezoidal, los valores de tnax ¥ Cmax fteron

estimadas por el modelo; tmex coincide con el momento en que el proceso de absorcion casi

ha finalizado y que se corresponde con la maxima concentracién plasmatica estimada.



La biodisponibilidad (F) fue estimada por medio de la siguiente relacién:

AUC |
F = ey
AUC,, Eq.17

donde AUG y AUCy son las areas bajo la curva de concentracion plasmaticas en funcioén
del tiempo obtenidas tras las administraciones extravasculares e intravenosa
respectivamente.

IV.2.5.1. Analisis mediante un modelo descriptivo o exponencial

La inspeccion de los perfiles plasmaticos de RBZ obtenidos luego de su administraciéon
por las vias s.c. ¢ ir. permitid distinguir una prolongada fase de incremento de las
concentraciones plasmaticas que podria asociarse al proceso de absorciéon y una fase de
eliminacion. Los datos de concentracion plasmatica intentéron ajustarse con el siguiente

modelo biexponencial:

_Cp :,C2 .e_ el £ __ 'Cl .e_kar Eq. 18

donde ka y ka son las constantes de primer orden de eliminacién y absorcidon aparente
respectivamente. Sin embargo los perfiles plasmaticos no pudieron ser ajustados
satisfactoriamente con €l modelo exponencial. Estos presentaron una fase de eliminacién
cuya pendiente no difiere de la obtenida tras la administracién i.v. lo que sugiere que la fase
de absorcidon no puede ser satisfactoriamente explicada con el uso de un solo término

exponencial.

IV.2.5.2. Discriminacién del orden del proceso de absorcion
En vista de-lo expuesto a partir de los perfiles de concentracidon plasmatica de RBZ
obtenidos luego de su administracion s.c. e i.r. se procedid a la caracterizacion de la cinética

de abseorcién mediante la econstruccion de curvas de porcentaje de medicamento presentes
explicado en el capitulo IIL

Las graficas de las fracciones de medicamento ingresado a la circulacion sistémica por

intervalo de tiempo considerado fueron construidas de la siguiente manera:

Int =t,-1, Eq.19

donde Int es el intervalo de tiempo considerado, en este caso se establecié en dos horas, 1,
es el tiempo final del intervalo considerado y t, es el tiempo del comienzo del intervalo
considerado.



La fraccion de la cantidad ingresada a la circulacién sistémica por intervalo considerado
fue estimada de la siguiente manera:

Yoin = %, —%, Eq.20

donde % es la fraccién de la cantidad de medicamento ingresado a la circulacién sistémica;
Yon1 y % son los porcentajes de medicamento remanentes en el sitio de absorcién
calculados anteriormente al principio y al final del periodo considerado.

Las graficas de las cantidades de medicamento absorbible remanentes en el sitio de
absorcion en funcioén del tiempo fueron construidas de la siguiente manera:

CRyy =\ D F%,,,, )/ 100 Eq.21

donde CRy es la cantidad de medicamento absorbible remanente en €l sitio de absorcion en
funcion del tiempo; D es la dosis administrada; F es la fraccion biodisponible y %ny €s el
porcentaje de medicamento absorbible remanente en el sitio de absorcién a un tiempo

determinado.

Las curvas de cantidad de farmaco absorbible remanentes en ¢l sitio de absorcion
obtenidas tras las administraciones s.c. ¢ i.r. fueron mejor ajustadas mediante una

ecuacion de primer grado:
y=b-ax Eq.22

donde y es la variable dependiente; b es el punto de interseccion de la recta en el eje de las
ordenadas, a e€s la constante que rige €l crecimiento de la funcién y x es la variable

independiente. Reemplazando los términos tenemos que:
CRy, ={FD)-k, t Eq.23

donde CRy es la cantidad de medicamento remanente en el sitio de absorcion a un tiempo
dado; (F D} es la cantidad disponible de medicamento para su absorcion; k es la constante
de ingreso de orden cero aparente y t es €l tiempo.

IV.2.5.3. Modelo bicompartimental con absorcién de orden cero
En base a los resultados obtenidos se propuso un modelo bicompartimental con
absorcién de orden cero para estudiar el comportamiento farmacocinético del RBZ
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administrado por las vias s.c. e i.r. como se presenta en la Figura IV.10. Este modelo es
descrito por las siguientes ecuaciones diferenciales:

dX .
“dr—l="( k1o +k12)X1+k21X2 +k Eq.24
)¢
72 =k Xy —ky X, Eq.25
!
X,
C, =1 Eq.26

donde los valores de Vi, kio, k12 y k21 fueron estimados anteriormente a partir de los perfiles

de administracion i.v.

En el caso de los modelos con absorcion de orden cero el tmax corresponde al tiempo que
dura el proceso de absorcion (taws) €l que es estimado por el modelo y Cnax coincide con este

momento y puede ser estimada de la siguiente manera:

ko (k1 — 4, )'(e_j'l fan ) ko (hyt ~ 2,2)( e fans )
C... = 27
T Wl -a) Ve Galh - %) “

Todos los simbolos fueron explicados anteriormente.

IV.2.6. Anilisis farmacocinético simultaneo de los perfiles i.v., s.c. e i.r.
Los sistemas de ecuaciones diferenciales utilizadas para las administraciones i.v. y
extravasculares fueron integrados para analizar los tres perfiles en forma simultanea

permitiendo de esa manera calcular los mejores valores estimados de V., ko, kK12 ¥ kn y ko.

IV.2.7. Andlisis farmacocinético de ABZ8S0O2

Los perfiles plasméticos de ABZSO2 fueron analizados mediante estimacion de las AUCs
por trapezoidal, tmax ¥ Cmax fueron obtenidos mediante inspeccion visual de los mencionados
perfiles. La relaciéon entre las AUCs de ABZS0O2 y RBZ (SO2/RBZj, fueron calculadas por

medio de la siguiente relacion:

AUC,_, ABZS02
AUC,_, RBZ

SO2/RBZ = Eq.28

Los simbolos fueron explicados anteriormente.



IV.2.8. Estudio de simulacién
El perfil de concentracién plasmatica de RBZ obtenido tras su administraciéon s.c. o i.r.
fue reconstruido utilizando un modelo bicompartimental de administraciones multiples.

Se utilizd este modelo en base a la hipétesis propuesta de que el RBZ administrado por
via s.c. o i.r. ingresa a la circulacion sistémica en forma discontinua asemejandose a pulsos
de absorcion, los que varian tanto en la duracion, la magnitud de la cantidad de
medicamento absorbida en cada uno de ellos como del intervalo entre los mismos. El
estudio se llevo a cabo con ¢l programa WinNonlin, Standard Edition Scientific Consulting
Inc. Version 1.1.

El modelo bicompartimental se basd en los parametros farmacocinéticos pertenecientes

a un animal representativo del grupo siendo los mismos:

V. = 216 mL.kg"!

kio = 0.0095 min-!
k12 = 0.1945 min-!
k21 = 0.0985 min-!

La absorcion del RBZ se explica mediante un proceso de orden uno. El valor de la

constante de orden uno aparente fue fijado de manera arbitraria, siendo su valor:

ko1 = 0.02 min-!

V1.2.8.1. Primer estudio
En este estudio se simulo un proceso de administraciones extravasculares multiples
con un esquema de dosis constante administrada a intervalos regulares cuyos valores se

presentan a continuacion:

Numero de dosis = 9
Dosis = 400 ug.kg'!

Intervalo entre dosis = 90 minutos

Como en la simulacion se considerd una biodisponibilidad sistémica del 100%, la dosis
total administrada se estimé como (F x 7.5 mg.kg1)/9, siendo F un valor similar al obtenido
experimentalmente. Las concentraciones plasmaticas fueron calculadas con un intervalo de

5 minutos desde el minuto 0 hasta el minuto 2500.
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IV.2.8.2. Segundo estudio

Los valores de concentracién plasmaéatica obtenidos en el estudio de simulacién
precedente fueron analizados mediante un modelo de dos cdmpa.rti.mentos Ccon un proceso
de absorcion de orden cero. Los valores de Vi, kio, k12 y k21 fueron los mismos valores fijados
para la realizacion del estudio precedente, liberando al programa para ajustar los datos
mediante el calculo de la constante de orden cero aparente (ko) y del tiempo de absorciéon
(tabs)-

IV.2.8.3. Tercer estudio

En este estudio un modelo bicompartimental de administraciones miultiples con
absorcion de primer orden fue simulado. La magnitud de la dosis administrada y €l valor de
los intervalos entre las administraciones fueron modificados arbitrariamente de manera que
no fueran regulares. Como en la simulacién se consideré una biodisponibilidad sistémica
del 100%, la dosis total administrada se estim6é como F x 7.5 mg.kg-!, siendo F un valor
similar al obtenido experimentalmente. El numero de administraciones, tiempo de
realizacion de las mismas, intervalos entre ellas y magnitud de las dosis se presentan en la

siguiente tabla:

Tabla IV.1. Numero de administraciones, tiempo de realizacion de las mismas,
intervalos entre ellas y magnitud de las dosis utilizadas en el estudio de simulacién.

L Pl TR T e PR Beas SHEPOILL DI e SN R S SRk SR A RLAL L Yooy

Sr i gl d H’ AT R e = MR P S SRR, Sl an Sk T T R S P e S S-S O hafenc! A G s b

n NN

1

2 90 90 428
3 200 110 430
E 350 150 510
5 410 60 520
6 550 140 450
7 650 100 500

Las concentraciones plasmaticas fueron calculadas con un intervalo de 5 minutos
desde el minuto O hasta el minuto 2500.

IV.2.9. Anilisis estadistico

Para la realizacion del analisis estadistico de los resultados se utiliz6 el programa
MICROSTAT (1978-85 by Ecososft, Inc.). Los valores de las variables farmacocinéticas
hallados en cada una de las experiencias realizadas fueron promediados y expresados como
promedio + desvio estandar de la misma. Sobre la base de estos resultados se aplico el
analisis paramétrico de la Varianza. El limite de probabilidad fue establecido en 0.05.



IV.3. RESULTADOS

IV.3.1. Andlisis farmacocinético bésico

Una importante reaccion tisular caracterizada por un edema organizado se presenté en
la zona de inyeccion permaneciendo por un lapso de tres dias. Los perfiles de concentracién
plasmatica de RBZ obtenidos su administracién por las vias i.v., s.c. € i.r. se presentan en la
figura IV.1. El andlisis de los perfiles de concentracién plasmatica obtenidos tras la
administracion i.v. pudo ser ajustado mediante un modelo biexponencial, por lo que un
modelo bicompartimental fue seleccionado para explicar la farmacocinética del RBZ en
bovinos. Los parametros farmacocinéticos obtenidos por analisis compartimental de estos
perfiles se presentan en la tabla IV.2. Los valores promedio + desvio estandar de las
constantes de las fases terminales y sus correspondientes semividas de los perfiles de
concentracion plasmatica obtenidos tras las administraciones i.v., s.c. e i.r. se presentan en
la tabla IV.3. No se encontraron diferencias entre las pendientes de las fases terminales de
las administraciones iv., s.c. e irr. Los perfiles de concentracion plasmatica de RBZ
obtenidos luego de su administraciéon s.c. e i.r. no pudieron ser adecuadamente descriptos

por un modelo exponencial clasico tal como se presenta en las figuras IV.2. y IV.3.

IV.3.2, Discriminacion del orden del proceso de absorcion (administracion s.c.)

El método de Loo-Rielgelman (72) permitié discriminar un proceso de orden cero para la
absorcion del RBZ. Las graficas de porcentaje de RBZ remanente en el sitio de absorcion en
funcion del tiempo muestran que la desaparicibn del RBZ se produce a una velocidad
constante (Figura IV.4.) Este fendmeno se pone de manifiesto en las graficas en donde se
representan los percentajes de la desis administrada que ingresan a la circulacion sistémica
en un intervalo de tiempo considerado (2 hs) en donde los mismos tienden a presentar
valores similares e independientes del! tiempo de absorcién (Figura IV.5.). Los valores
estimados de las cantidades de RBZ remanentes en el sitio de absorcion en funcion del
tiempo pudieron ser mejor ajustadas por medio de una ecuacién de primer grado, siendo en
este caso el valor de la constante €l equivalente a ko (Figura [V.6.). Los valores promedio +
desvio estandar de ko estimados por el método de Loo-Riegelman (72 se presentan en la tabla
vV.4.

IV.3.3. Discriminacién del orden del proceso de absorcidn (administraciém i.r.)

Al igual que en el caso de la administracion s.c., el método de Loo-Rielgelman (72
permitié discriminar un proceso de orden cero para la absorcion del RBZ tras su
administracién i.r. Las graficas de porcentaje de RBZ remanente en el sitio de absorciéon en
funcién del tiempo muestran que la desaparicion del RBZ también se produce a una

velocidad constante (Figura IV.7.). De la misma manera que en s.c. el fenomeno se pone de
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manifiesto en las graficas en donde se representan los porcentajes de la dosis administrada
que ingresan a la circulacién sistémica en un intervalo de tiempo considerado {2 hs) en
donde los mismos tienden a presentar valores similares e independientes del tiempo de
absorcion (Figura IV.8.). De la misma manera las cantidades estimadas de RBZ remanentes
en el sitio de absorcion en funcién del tiempo pudieron ser mejor explicadas por medio de
una ecuacion de primer grado siendo en este caso ¢l valor de la constante el equivalente a ko

(Figura IV.9.). Los valores de ky estimados para cada animal se presentan en la tabla IV.4.

IV.3.4. Anilisis farmacocinético individual

Los valores de ky fueron estimados mediante analisis de los perfiles de concentracion
plasmatica de RBZ obtenidos tras su administracion s.c. € i.r. mediante un modelo
bicompartimental fijando los valores de V., ki, ki2 y ka1 de cada animal que fueran
estimados a partir del analisis de los perfiles de concentraciones plasmaticas obtenidas
luego de la administracion de- RBZ per via i.v. Los parametros farmacocinéticos obtenidos

para el RBZ luego de su administracidn s.c. e i.r. se presentan en la tabla IV.6.

IV.3.5. Anilisis farmacocinético simultianeo

El modelo utilizado para analizar en forma simultanea los perfiles de concentraciéon
plasmatica de RBZ obtenidos tras la administracién iv., s.c. e Lr. se encuentra
representado en la figura IV.10. y el ajuste logrado con el modelo para cada perfil en un
animal representativo del grupo se presenta en la figura IV.11l. Los parametros
farmacocinéticos del RBZ tras su administracion iv. obtenidos mediante analisis
farmacocinético simultaneo se presentan en la tabla IV.5. y los parametros farmacocinéticos
calculados mediante analisis farmacecinético simultaneo de los perfiles de concentraciéon
plasmatica de RBZ obtenidos tras su administracién s.c. € i.r. se presentan en la tabla IV.6.
Los valores de ko estimados por los métodos de Loo-Riegelman (72 y por modelizacion en las
administraciones s.c. e i.r. se presentan en las tablas IV.7. y IV.8. Solo en €l caso de la
administracion s.c. el valor estimado de ko mayor que el estimado por los métodos de
deconvolucién.

IV.3.6. Anilisis farmacocinético individual versus anilisis simultineo

Los valores de los parametros farmacocinéticos estimados por analisis individual y
simultaneo de los perfiles de concentracién plasmatica de RBZ tras su administracion i.v.,
s.c., e i.r. expresados como promedio t+ desvio estandar se presentan en las tablas IV.5. y
IV.6. No se hallaron diferencias entre los valores debidas a la metodologia utilizada.
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IV.3.7. Valores finales

Los valores de los parametros farmacocinéticos de RBZ estimados por analisis
simultaneo de los perfiles de concentracion plasmatica ob.ténidos tras su administracién
i.v,, s.c. e i.r. expresados como promedio + desvio estandar se presentan en la tabla IV.9.
Los valores de la fraccion de RBZ presentes en el compartimento central y el compartimento
periférico, como el coeficiente de extracciéon estimado se presentan en la tabla IV.10. Los
perfiles ce concentracién plasmatica de ABZS02 obtenidos tras la administracion de RBZ
por las vias i.v., s.c. e i.r. se presentan en la figura IV.12.

Los wvalores de los parametros farmacocinéticos de ABZSO2 obtenidos tras la
administracién i.v., s.c., e i.r. de RBZ expresados como promedio *+ desvio estandar se
presentan en la tabla IV.11. No se encontraron diferencias entre el comportamiento
farmacocinético del RBZ administrado por las vias s.c. e i.r., mientras que en el caso del
ABZS02 el valor de Cyax Observado en s.c. fue menor al observado en i.v. En el caso de la
relacion SO2/RBZ los valores obtenidos en las tres vias de administracion fueron diferentes

entre si, siendo ¢l valor obtenido en i.v. €l mas pequeiio de los tres.

IV.3.8, Simulacién

El estudio primer estudio se realizé considerando un modelo de dos compartimientos
con administraciones miultiples a intervalos regulares y con absorcién de primer orden. Tal
como Sse aprecia en la figura IV.13., las concentraciones plasmaticas tienden a alcanzar un

estado de meseta.

En el segundo estudio los datos de concentraciéon plasmatica obtenidos en el primer
estudioc de simulacion pudieron ser explicados mediante un meodelo de perfusion
intravenosa a débito constante tal como puede ser apreciado en la figura IV.14. Estos
resultados permiten considerar que la complejidad de un proceso de absorcion discontinuo

puede ser explicada por medio de un modelo sencillo como el utilizado precedentemente.

Como resultado del tercer estudio de simulacion un perfil de administraciones multiples
de diferente magnitud a dosis e intervalos irregulares es presentado en la figura [V.15. Un
perfil plasmatico como ese seria muy dificil de ajustar mediante un modelo de
administraciones multiples no solo por la irregularidad en el intervalo de los pulsos de
absorcion y la magnitud de los mismos, sino por la imposibilidad de predecir el namero de
los mismos, 10 que obliga a la busqueda de un modelo que resuma ¢l fenémeno esencial del
proceso de absorcién. Por otra parte las concentraciones plasmaticas consideradas a los
tiempos de muestreo experimental constituyen un obstaculo en la descripcion de los perfiles
durante la fase de absorcion tal como se presenta en la figura IV.16.
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Figura IV.1. Concentraciones plasmaticas de RBZ obtenidas tras su administracion a
terneros por via i.v. como solucion experimental al 10% en DMSO, por via s.c. en forma de
soluciéon comercial al 15% (Sintyotal-R®) y por via i.r. en forma se suspension experimental
al 10%. En todos los casos la dosis administrada fue de 7.5 mg.kg-l. Las concentraciones
plasmaticas estan expresadas como valor medio (n = 6, excepto i.r. n = 5).



94

Tebla IV.2. Parametros farmacocinéticos que describen la disposicion plasmatica de RBZ
después de su administracion en terneros por via i.v. como solucion experimental al 10% en

DMSO a la dosis de 7.5 mg.kg'!. Los valores estan expresados como promedio + desvio
estandar.

Parametros Promedio + DE
Co ) (Hg/mL) 345 + 14.06
A1 (Lug/mL) 245 + 10.7
A1 (min-) 0.37 + 0.081
t2 A1 (min) 19 + 044
Az (ug/mL) 101 + 277
A2 (min-1) 0.0031 + 0.0002
iz A2 {min) 225 + 15
k1o (min-1) 0.0102 + 0.0022
k12 (min-1) 0.2507 + 0.071
k21 (min-1) 01127 + 0.0178
Ve (mLkg) 247 + 94
Vs (MLAgQ) 767 + 234
V area (ML/kQ) 784 + 244
Ch (mL.kg'.min") 240 + 068
AUC o.ctast (149.min/mL) 3681 + 782
AUC o (4g.min/mL) 3716 + 789

Cpio) €s la concentracion plasmatica estimada a tiempo cero; A y Az son los coeficientes de las fases de
disposicion rapida y lenta; 41 y 42 son los exponentes de las fases de disposicion rapida y lenta; 12 A1
y ti;2 A2 son las semividas de las fases de disposicion rapida y lenta; kio es la constante de eliminacion
de primer orden desde el compartimento central; ki2 es la constante de transferencia de primer orden
desde el compartimento central al periférico; k21 es la constante de transferencia de primer orden
desde el compartimento periférico al central; V. es el volumen del compartimento central, Vs es el
volumen de distribucian. al estado de equilibrio; Varea es el volumen de area; Clg es el clearance
corporal calculado por el método compartimental; AUC o-clast €s €l area bajo la curva de concentracién
plasmatica desde tiempo cero hasta el tiempo de la ultima concentracion medida calculada por el
método trapezoidal; AUC o.. es el area bajo la curva de concentracion plasmatica en vs. tiempo
extrapolada al infinito calculada por el método trapezoidal.
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Teble IV.3. Valores de la pendiente de la fase terminal y semividas de RBZ después de su
administraciéon en terneros por via i.v. de una solucién experimental al 10% en DMSO, por
vias s.c. de una solucién comercial al 15% (Sintyotal-R®) y por via i.r. de una suspension

experimental al 10% a la dosis de 7.5 mg.kg-!. Los valores estan expresados como promedio
1 desvio estandar.

Anélisis individual

iv. 8.C. ir.
Paradmetros Promedio + DE Promedio + DE Promedio + DE
A2 (mint) 0.0031 + 0.0002 0.0029 + 00004 0.0025 + 0.0004
tin A2 (min) 225 + 15 239 + 28 286 + 48

Az y ti;2 12 son el exponente y la semivida de la fase de disposicion lenta.
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tiempo (minutos)

Figura IV.2. Concentraciones plasmaticas experimentales de RBZ (s) obtenidas luego de
su administracién i.r. a terneros en forma de una suspension experimental al 10% a la
dosis de 7.5 mgkg! y concentraciones plasmaticas estimadas (-} mediante un modelo
biexponencial extravascular clasico. Los datos corresponden a un animal representativo del

grupo.

Valores residuales
o
@
®
o

tiempo (minutos)

PFigura IV.3. Representacion .grafica de los valores residuales (e) en funcion del tiempo
obtenidos mediante el ajuste de las concentraciones plasmaticas de RBZ luego de su
administracion i.r. a terneros en forma de una suspension experimental al 10% a la dosis
de 7.5 mg.kg! mediante un modelo biexponencial extravascular clasico. Los datos
corresponden a un animal representativo del grupo.
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Figura IV.4. Graficas de los porcentajes remanentes de la cantidad biodisponible de RBZ
en el sitio de absorciéon en funciéon del tiempo calculados con el método de Loo-Rielgelman.
El estudio fue realizado con los datos de concentracion plasmatica de RBZ obtenidos luego
de la administracion s.c. a terneros de una solucién comercial al 15% (Sintyotal-R®) a una

dosis de 7.5 mg.kg 1.
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Figura IV.5. Graficas de los porcentajes de RBZ absorbidos en funcién del tiempo
calculadas con el método de Loo-Rielgelman. El estudio fue realizado con los datos de
concentracion plasmatica de RBZ obtenidos luego de la administraciéon s.c. a terneros de
una soluciéon comercial al 15% (Sintyotal-R®) a una dosis de 7.5 mg.kg!. Los valores
corresponden a porcentajes de la dosis biodisponible absorbidos en periodos de dos horas.
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Figura IV.6. Graficas de las cantidades biodisponibles .de RBZ remanentes en. el sitio de
absorcion en funcion del tiempo (ug.kg!} calculadas con el método de Loo-Rielgelman. El
estudio fue realizado con los datos de concentracion plasmatica de RBZ obtenidos luego de
la administracién s.c. a terneros de una solucién comercial al 15% (Sintyotal-R®) a una
dosis de 7.5 mg.kg!. Los valores corresponden a la cantidad remanente entre periodos de
dos horas y fueron calculados por medio de la siguiente relacion: (Dosis x F x %
absorbido)/ 100 El valor de ko {ug.kg!'.min!) es estimado por medio de un analisis de
regresion lineal simple.
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Pigura IV.7. Graficas de los porcentajes remanentes de la cantidad biodisponible de RBZ
en el sitio de absorcion en funcion del tiempo calculadas con el método de Loo-Rielgelman.
El estudio fue realizado con los datos de concentracion plasmatica de RBZ obtenidos luego
de la administracion i.r. a terneros de una suspension experimental al 10% a una dosis de

7.5 mg.kg 1.
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Figura IV.8. Graficas de los porcentajes de RBZ absorbidos en funcién del tiempo
calculadas con el método de Loo-Rielgelman. El estudio fue realizado con los datos de
concentracion plasmatica de RBZ obtenidos luego de la administracién i.r. a terneros de
una suspension experimental al 10% a una dosis de 7.5 mg.kg'1. Los valores corresponden a
porcentajes de la dosis biodisponible absorbidos en periodos de dos horas.
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.Figura IV.9. Graficas de las cantidades biodisponibles de RBZ remanentes en el sitio -de
absorcion en funcién del tiempo (ug.kg!) calculadas con el método de Loo-Rielgelman luego
de la administracion i.r. a terneros de una suspension experimental al 10% a una dosis de
7.5 mg.kg-l. Los valores corresponden a la cantidad remanente entre periodos de dos horas
y fueron calculados por medio de la siguiente relaciéon: (Dosis x F x % absorbido)/100. El
valor de ko (ug.kg!.min-!) es estimado por medio de un analisis.de regresion simple.
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Table IV.4. Comparacién de los valores de ko de RBZ obtenidos después de la
administracion en terneros por via s.c. de una solucion al 15% (Sintyotal-R®) y por la via i.r.
de una suspension experimental al 10% a la dosis de 7.5 mg.kgl. Los valores fueron

estimados mediante los métodos de Loo-Rielgelman, los mismos estan expresados como
promedio t desvio estandar.

Loo-Riegelman

RBZ s.c.. RBZi.r.

Pardmetros Promedio + DE Promedio + DE

ko (ug.kg ! .min-") 3.80 +0.70 357+1.24
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Figura IV.10. Representacion grafica del modelo bicompartimental utilizado para el estudio
de la disposicion plasmatica de RBZ administrado a terneros por via i.v. en forma se
solucién experimental al 10% en DMSO, por via s.c. como solucién comercial al 15%
(Sintyotal-R®) y por via i.r. como suspension experimental al 10% a la dosis de 7.5 mg.kg'!
donde X, es la cantidad de RBZ presente en el sitio de absorcion; X, y X2 son las cantidades
de RBZ presentes en los compartimentos central y periférico; ko es la constante de absorciéon
de orden cero aparente; ko, ki2 y k21 son las constantes de primer orden aparente de
eliminacion, distribucion y redistribucion respectivamente.
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Figura IV.11. Concentraciones plasmaticas de RBZ obtenidas luego de su administracion a
terneros por via i.v (A), s.c. (B) e ir. (C) ajustadas mediante analisis farmacocinético
simultaneo de los tres perfiles. Los datos pertenecen a un animal representativo del grupo.
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Table IV.8. Comparacién de los pardmetros farmacocinéticos que.describen la disposicién
plasmatica de RBZ después de su administracion en terneros por via i.v. como solucién
experimental al 10% en DMSO a la dosis de 7.5 mg.kg-1. Los parametros fueron calculados
mediante analisis farmacocinético individual y simultaneo Un modelo de dos
compartimentos abierto fue ajustado a los datos experimentales. Los valores estan
expresados como promedio + desvio estandar.

Andlisis individual Anilisis simultineo
Pardmetros Promedio + DE Promedio + DE
Co ) (ug/mL) 345 + 14.06 36.1 + 123
A1 (pg/mL) 245 + 107 259 + 108
A1 (min-) 0.37 + 0.081 0.35 + 0.081
tiz A1 (min) 19 + 044 21 + 0.60
A2 (Mg/ml) 101 + 277 104 + 197
Az (min-) 0.0031 + 0.0002 0.0029 + 0.0004
tirz A2 (min) 225 + 15 247 + 35
k1o (min-1) 0.0102 + 0.0022 0.0097 + 0.0024
k12 (min-1) 0.2507 + 0.071 0.2421 + 0.0706
k21 (min-1) 0.1127 + 0.0178 0.1038 + 0.0166
Ve (mLkg) 247 + 94 224 + 64
Varea (ML/kQ) 784 + 244 733 + 140
Cle {mL.kg'.min-1) 240 + 068 208 + 042
AUC o-clast (Hg-min/ml) 3681 + 782 3681 + 782
AUC 0. (Hg.min/mL) 3716 + 789 3719 + 791

Cpi0) €s la concentracion plasmatica estimada a tiempo cero; A; y A2 son los coeficientes de las fases de
disposiciéon rapida y lenta; 11 y A2 son los exponentes de las fases de disposicion rapida y lenta; tiy2 4
y ti/2 12 son las semividas de las fases de disposicion rapida y lenta; kio es la constante de eliminacion
de primer orden desde el compartimento central; ki2 es la constante de transferencia de primer orden
desde el compartimento central al periférico; k21 es la constante de transferencia de primer orden
desde el compartimento periférico al central; V. es el volumen del compartimento central, Vi es el
volumen. de distribucion . al estado. de equilibrio; Varca es. €l volumen de area; Cls es el clearance
corporal calculado por el método compartimental; AUC o-clast €s el area bajo la curva de concentracién
plasmatica desde tiempo cero hasta el tiempo de la ultima concentracion medida calculada por el
método trapezoidal; AUC o.. es el area bajo la curva de concentracién plasmatica en vs tiempo
extrapolada al infinito calculada por el método trapezoidal.
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Tabla IV.6. Comparaciéon de los parametros farmacocinéticos que describen la disposicién
plasmatica de RBZ después de su administracion en terneros por via s.c. como solucion al
15% (Sintyotal-R®) y por via i.r. como suspension experimental al 10% a la dosis de 7.5
mg.kg!. Los parametros fueron calculados mediante analisis farmacocinético individual y
simuitaneo con los datos de concentracion plasmatica obtenidos tras la administracioén i.v.
Un modelo de dos compartimentos abierto fue. ajustado a los datos experimentales. Los
valores estan expresados como promedio + desvio estandar.

Administracién subcutanea
Andlisis individual Analisis simultdneo
Pardmetros Promedio + DE Promedio + DE
ko (pg.kg'.min-1) 442 + 0.74 465 + 067
tabs (mMin) 795 + 170 766 + 178
Cmax (pg/mL) 1.80 + 0.51 182 + 0.59
AUC o-clast (1g.min/mL) 1673 + 609 1673 + 609
AUC o (ug.min/mL) 1692 + 609 1694 + 609
F (%) 45 + 12 45 + 12
Administracion intrarruminal
Andlisis individual Analisis simultaneo
Parametros Promedio + DE Promedio + DE
ko (ug.kg'.min-") 364 + 090 348 +1.30
tabs (min) 742 + 052 749 + 50
Crmac (Pg/mL) 152 + 0.46 1.51 +048
AUC o.clast (Bg.min/mL) 1433 + 437 1433 + 437
AUC o, (ug.min/mL) 1460 + 428 1465 + 426
F (%) 8 + 12 38 +12

ko es la constante de absorciéon de orden cero; tas es el tiempo estimado de la duracién del proceso de
absorcién; Cmax €s la concentracién plasmatica maxima estimada; AUC o-ciest €s el area bajo la curva de
concentracién plasmatica desde tiempo cero hasta el tiempo de la tultima concentracién medida
calculada por el método trapezoidal; AUC o-. es el area bajo la curva de concentraciéon plasmatica en
vs. tiempo extrapolada al infinito calculada por el método trapezoidal; F (%) es la fraccién absorbida o
biodisponible expresada en porcentaje de la dosis administrada calculada por el método trapezoidal.
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Tabla IV.7. Comparacion de los valores de k; de RBZ .obtenidos después de la
administraciéon en terneros por via s.c. de una solucion al 15% (Sintyotal-R®) a la dosis de
7.5 mg.kg!l. Los valores fueron estimados mediante los métodos de Loo-Rielgelman y por
modelizacioén, los mismos estan expresados como promedio + desvio estandar.

RBZ s.c..
Loo-Riegelman Modelizacion
Parametros Promedio + DE Promedio + DE
ko (ug.kg1.min1) 380+0.70 465 +0.68"

(*) es un valor estadisticamente diferente a los demas: p < 0.05.

Tabla IV.8. Comparacion de los valores de ko de RBZ obtenidos después de la
administraciéon en terneros por via i.r. de una suspension experimental al 10% a la dosis de
7.5 mg.kg-!. Los valores fueron estimados mediante los métodos de Loo-Rielgelman y por
modelizacion, los mismos estan expresados como promedio * desvio estandar.

RBZi.r.

Loo-Riegelman Modelizacion

Parametros Promedio + DE Promedio + DE

k6 (ng.kg.min-!) 3.57 +1.24 3.48 +1.31
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Tabla IV.9. Parametros farmacocinéticos que describen la disposicién plasmatica de RBZ
después de su administracion en terneros por via i.v., s.c. e i.r. El analisis farmacocinético
de los tres perfiles de concentracion plasmatica vs. tiempo de-cada animal fue realizado en
forma simultanea. Un modelo de dos compartimentos abierto fue ajustado a los datos
experimentales. Los valores estan expresados como promedio + desvio estandar.

Anilisis simultaneo
iv. $.C. ir.

Parametros Promedio + DE Promedio + DE Promedio + DE
Co 0 (pg/mL) 361 + 123
A1 (ug/ml) 259 + 10.8
A1 (min-1) 0.35 + 0.081
tiz A1 (min) 21 = 060
A2 (pg/mL) 104 + 197
A2 {min-) 0.0029 + 0.0004
fiz A2 (min) 247 + 35
k1o (min-1) 0.0097 + 0.0024
k12 {min-1) 0.2421 + 0.0706
k21 (min-1) 0.1038 + 0.0166
Ve (mikg) 224 + 64
Vss (mLkg) 718 + 146
V area (ML/Q) 733 + 140
Ch (mL kg'.min-") 208 + 042
AUC o.ctast (g.min/mL) 3681 + 782 1673 + 609 1433 + 437
AUC ¢ (pg.min/mL) 3719 = 791 1694 + 609 1465 + 426
ko (j4g.kg1.min1) 465 + 0.67 348 + 1.30
tabs (Min) 766 + 178 749 + 50
Crax (po/ml) 182 +059 151 + 048
F (%) 45 +12 38 + 12

Cpio) €s la concentracién plasmatica estimada a tiempo cero; A; y Az son los coeficientes de las fases de
disposicion rapida y lenta; 11 y 42 son los exponentes de las fases de disposicion rapida y lenta; ti/2 41
y ti;2 A2 son las semividas de las fases de disposicion rapida y lenta; Kio es la constante de eliminaciéon
de primer orden desde el compartimento central; ki2 es la constante de transferencia de primer orden
desde el compartimento central al periférico; k21 es la constante de transferencia de primer orden
desde el compartimento periférico al central; V: es el volumen del compartimento central, Vs es el
volumen  de distribucion al estado de equilibrio; Vira es el volumen de area; Clg es el clearance
corporal calculado por el método compartimental; AUC o-clast €s el érea bajo la curva de concentracion
plasmatica desde tiempo cero hasta el tiempo de la ultima concentracion medida calculada por el
método trapezoidal; AUC o, es el area bajo la curva de concentraciéon plasmatica en vs tiempo
extrapolada al infinito calculada por el método trapezoidal; ko es la constante de absorcion de orden
cero; tabs €s el tiempo estimado de la. duracién.del proceso de absarcion; Cmaex €s. la.concentracion
plasmatica maxima estimada; F es la fraccion absorbida o biodisponible de la dosis administrada
calculada por el método trapezoidal; (*) es un valor estadisticamente diferente a los demas: p < 0.05.
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Tabla IV.10. Estimacién del coeficiente de extracciéon y de la fraccion. de RBZ presente en el
compartimento central tras su administracion en terneros por via i.v. de una soluciéon
experimental al 10% en DMSO a la dosis de 7.5 mg.kg-!. Los valores estian expresados en
forma individual y como promedio t desvio estandar.

Parémetros Promedio + DE
fo 0.31 + 0.057
fo 069 + 0.057
e 0.30 + 0.057
fo 0.70 + 0.057
Clg (mL.kg-'.min-1) 208 + 0.42
Q (mL kg-".min-1) 71

ER 0.020 + 0.006

fo ¥ fp son las fracciones de .medicamento presentes en.los compartimentas central y periférico al
estado de equilibrio estacionario; f* y fp* son las fracciones de medicamento presentes en los
compartimentos central y periférico al estado de pseudo equilibrio estacionario; Cla es el clearance
corporal calculado por el método trapezoidal; Q es el gasto cardiaco expresado como volumen de
sangre; ER es el coeficiente de extraccion; t 95% es al tiempo en el que se ha producido la eliminacién
del 95% de la dasis administrada.
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Figura IV.12. Concentraciones plasmaticas de ABZS02 obtenidas tras la administracién de
RBZ a terneros por via i.v. como soluciéon experimental al 10% en DMSO, por via s.c. en
forma de solucion comercial al 15% (Sintyotal-R®) y por via i.r. en forma se suspension
experimental al 10% a la dosis de 7.5 mg.kg!. Las concentraciones plasmaticas estan
expresadas como valor medio (n = 6).
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Tabla IV.11. Parametros farmacocinéticos de ABZSO2 calculados a partir de las
concentraciones plasmaticas obtenidas luego de la administracion de RBZ en terneros por
via i.v. como solucién experimental al 10% en DMSO, por via s.c. como solucién comercial al
15% (Sintyotal-R®) e i.r. como suspensién experimental al 10% a la dosis de 7.5 mg.kg!.
Los valores estan expresados como promedio + desvio estandar.

iv. s8.C. ir.
Parametros Promedio + DE Promedio + DE Promedio + DE
AUC o.ciast (Ug.min/mL) 1191 + 259 1349 + 271 1675 + 493
AUC o... 44g.min/mlL) 1220 + 254 1381 + 269 1708 + 485
Crmax (g/mL) 115 + 0.28 0.68* + 0.19 1.02 + 0.16
tmax (Min) 420 + 38 680 + 62 672 + 107
- SO2/RBZ 0.33* + 0.024 0.85* + 012 147 + 0.077

AUC ¢-c1ast €s el area bajo la curva de concentraciéon plasmatica desde tiempo cero hasta el tiempo de la
ultima concentracion medida calculada por el método trapezoidal; AUC o.. es el area bajo la curva de
concentracion plasmatica en vs. iempo extrapolada al infinite calculada por el método trapezoidal;
Caax €s la concentracion plasmatica maxima estimada; tmax €s €l tiempo al que se alcanza la maxima
concentracion plasmatica; SO2/RBZ es la relacion entre las AUCs de ABZSO2 y RBZ.; (*) es un valor
estadisticamente diferente a los demas: p < 0.05.
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Figuara IV.13. Simulacién de concentraciones plasmaticas de RBZ considerando un modelo
de dos compartimentos con administraciones extravasculares multiples y absorcion de
orden uno. El numero de administraciones, las dosis y la duracion de los intervalos fueron
asignadas arbitrariamente.
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Figura IV.14. Las concentraciones plasmaticas de RBZ considerando un modelo de dos
compartimentos con administraciones extravasculares multiples y absorciéon de orden uno
pudieron ser explicadas mediante un modelo que considera el ingreso del farmaco mediante
un proceso de orden cero.
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Figura IV.15. Perfil de concentraciones plasmaticas en funcion del tiempo de RBZ
simulados con WinNonlin. La simulacion se realiz6 considerando un modelo de
administraciones extravasculares multiples con absorciéon de orden uno. El numero de
administraciones, las dosis y la duracion de los intervalos fueron asignadas arbitrariamente.
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Figura IV.16. Perfil de concentraciones plasmaticas en funcion del tiempo de RBZ
simulados con WinNonlin. En este grafico se indican las concentraciones plasmaticas
simuladas en los tiempos correspondientes al muestreo experimental. La simulacién se
realizo considerando un modelo de administraciones extravasculares miltiples con
absorcion de orden uno. El nimero de administraciones, las dosis y la duracion de los
intervalos fueron asignadas arbitrariamente.
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IV.4. DISCUSION

IV.4.1.Administracién i.v.

Los perfiles de concentracién plasmatica obtenidos tras la administracion de RBZ por
via i.v. mostraron que el farmaco luego de una fase de distribuciéon rapida es eliminado del
organismo en forma relativamente lenta tal como lo demuestra el tiempo de semivida de la
fase terminal (247 + 35 min).

IV.4.1.1. Distribucién

Con respecta a la distribucion del RBZ, hay que considerar que el valor absoluto del
volumen de distribuciéon no es un parametro que nos permite inferir de manera directa la
capacidad de difusion del farmaco fuera del espacio vascular, La utilidad de los V5 radica en
operar como factores de proporcionalidad relacionando la cantidad de medicamento
presente en el organismo en un momento determinado con la G, presente en ese momento.
En el caso del Vi este representaria una medida tedrica del volumen en el cual el farmaco
estaria distribuido en el momento de alcanzarse el estado de equilibrio estacionario. Sin
embargo para el RBZ los valores de Vs son similares a los valores de Varea 10 que indica un

comportamiento farmacocinético particular que analizaremos a continuacién.

Para evaluar la magnitud de la difusién del RBZ fuera del espacio vascular debemos
calcular cual es la cantidad de RBZ presente en el compartimento central expresada como
fraccion de la cantidad RBZ presente en el organismo. Esta fraccion de RBZ presente en el
compartimento central al momento del estado de equilibrio o f presenta un valor de 0.30 &
0.057 de la totalidad por lo que un 70% del RBZ presente en el organismo se encuentra en
el espacio extravascular. Este valor puede ser explicado por el hecho de que siendo los BZDs
bases débiles con un pK; ~7.8, en plasma una gran fracciéon se encontraria en su forma no
iobnica, lo que facilitaria su difusion desde el mismo a otros sitios extravasculares
especialmente el abomaso y los fluidos intestinales. 9 De esta manera los grandes
volimenes de los liquidos digestivos de los rumiantes serian un importante factor que

determinarian en gran medida los valores de los Vy estimados.

Sin embargo debemos considerar que el valor de la fraccion presente en el
compartimento central no es estatico y que en el caso de una administracion intravenosa su
valor varia de acuerdo a la interrelacion de los procesos de eliminacion, distribucion y
predistribucién respectivamente. De manera que dicho valor debe ser corregido y calculado
en el momento de haberse alcanzado el estado de pseudoequilibrio o dicho de otro modo

durante la pendiente de la fase de disposicién terminal.
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Esta fraccién (fc*) curiosamente presenta el mismo valor muy préximo a la estimada al
estado de equilibrio estacionario lo que se explica por el hecho de que el valor de ko €s
menor con respecto a los valores de kiz y k2:. En este caso los procesos de distribucion y
redistribucion se producen rapidamente y la permanencia del farmaco en el compartimento
central se torna dependiente del bajo valor de ko, siendo este el factor limitante. Tal como
fuera expuesto por Abramsom, (1) los farmacos que exhiben bajos valores de ko con respecto
a kiz y k21 se caracterizan por presentar una prolongada permanencia en el organismo a
causa de su lenta eliminacién y esto explica el porque los valores de f. y f* presenten
valores similares y por consiguiente también explica la similitud de los valores de Visy Varca.
Aunque ko es la velocidad con la cual de produce la eliminacion del medicamento desde el
compartimento central, la evaluaciéon del mismo es un tanto dificil ya que esta expresada en
forma de una constante de velocidad fraccionaria. En este caso se la transforma en el
volumen del compartimento central que es depurado del medicamento por unidad de tiempo

lo que da lugar al valor del C.

IV.4.1.2. Clearance

La depuracion o Clg de los BZDs se lleva a cabo que se producen en los distintos
organos por los cuales el farmaco ingresa a través de la sangre arterial siendo los mas
importantes el higado, (191 ¢] rifion, 9 al igual que debe ser considerado que una fraccion
importante ingresa al tuvo digestivo desde la circulacion general desde donde es eliminada o

biotrasformada por accion de la microflora presente. ©3)

Podemos decir que el valor del Cls es la resultante de la sumatoria de los Cl parciales, es
decir el clearance hepatico (Ch), €l clearance renal (Ck}, el clearance digestivo (Cl) y €l
clearance llevado a cabo en otros sitios no especificados (Cluwos) que se producen en los
distintos organos por los cuales el farmaco ingresa a través de la sangre arterial. En ese
caso el Cls es igual a: Cly + Clr + Clp + Cluos Y por definicion la maxima capacidad de
depuracion expresada como volumen de plasma depurado por unidad de tiempo estaria
definida como el volumen de sangre arterial que arriva a los érganos en donde se lleva a
cabo la depuracion, de lo que se deduce que salvo en el caso de moléculas que se eliminen
en plasma y/o pulmén, el volumen ventricular (Q) representa el maximo volumen capaz de

ser depurado por unidad de tiempo.

En bovinos el mencionado volumen puede ser estimado mediante alometria siendo para
un bovino con un peso 'promcdio de 160 kg. el valor de Q seria de 71 mL.kg'.min-1. En este
caso el ER estimado tendria un valor de 0.0292 + 0.0059, es decir que del debito sanguineo
solo el 3% es depurado por unidad de tiempo, lo que constituye un valor muy pequefio que
indicaria la baja capacidad del organismo para eliminar el RBZ. Esto ultimo es de gran
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importancia para la determinacién de la causa de la baja biodisponibilidad sistémica
obtenida luego de las administraciones extravasculares.

IV.4.2. Administraciones s.c. e i.r
IV.4.2.1. Biodisponibilidad

Considerando los innumerables factores que afectan la disponibilidad sistémica de los
agentes BZDs cuando son administrados por via digestiva, el desarrollo de una formulacién
para administracion parenteral tendria como objeto pasar por alto o evitar todos los factores
capaces de reducir la fraccion disponible para ingresar a la circulacion sistémica y de esa
manera se podrian obtener mayores concentraciones en el sitio de localizacion parasitaria y
de esa manera se lograria maximizar la eficacia de los mencionados agentes. Sin embargo
ese no es ¢l caso de los resultados obtenidos en el presente estudio en donde las fracciones
biodisponibles no solo no presentaron diferencias entre las vias s.c. e i.r. sino que ademas
sus valores de F fueron valores medios siendo de un 45% en el caso de la administraciéon

s.C. y de 38% para el caso de la administracion i.r.

Siendo €l organismo bovino poco eficiente en la eliminacion del RBZ ingresado a la
circulacion sistémica la baja biodisponibilidad hallada en las vias extravasculares dan

cabida a una serie de consideraciones a los fines de dilucidar la posible causa de la misma.

Aunque la pérdida de una fracciéon de la dosis de cualquier medicamento administrada
por via oral se atribuye con mucha frecuencia a un efecto de primer pasaje hepatico es
necesario considerar la magnitud de las pérdidas ocasionadas tanto por eliminacién como
por la biotransformacion que se producen en los fluidos digestivos por accion de la
microflora presente en los mismos. Para evaluar las perdidas producidas por el efecto del
primer pasaje hepatico podemos considerar en forma hipotética y con un ejemplo extremo
que el higado es el tnico 6rgano responsable del Clg, por lo que el clearance seria
exclusivamente el Cly, con lo cual la maxima capacidad de extraccién de este 6rgano estaria
expresada en el volumen de sangre arterial que arriva al mismo por unidad de tiempo (Qu),
el que se considera como un 30% de Q, lo que nos da un volumen de 21 mL.kgl.min-!
aproximadamente. En este caso el coeficiente de extraccion hepatico (ERy) estaria expresado

por la razon entre el Cly y el ERy, lo que arroja un valor aproximado de £ 0.1.

Basandonos en ese valor extremo y sobredimensionado para el ERy y asumiendo que el
sistema se comporta dé manera lineal y que por lo tanto los sistemas enzimaticos hepaticos
no se encuentran saturados a las dosis administradas, solo un 10% de la sangre que arriva
al higado a través de la circulacién portal es depurada del RBZ, lo que seguira siendo un
bajo coeficiente de extraccién. AUn mas; en el hipotético caso de que tras una
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administracién i.r. de BZDs la unica causa de perdida de medicamento antes de su ingreso
a la circulacién sistémica sea el efecto de primer pasaje hepatico, entonces el valor del Clp
seria igual al Ch y una estimacién de la biodisponibilidad maxima esperada (Fmax) se podria
calcular segin ecuacion propuesta por Benet & Zech: (19

Foux = I 1-ER Eq.29
H

En este caso el valor de Fuax seria ~90%, pero considerando que en efecto; Cly < Ch,
entonces el ERy estimado estaria sobredimensionado con respecto al valor real, y en ese
caso el valor de Funex real seria mayor. Estos resultados indican que un efecto de primer
pasaje hepatico no explica los valores de pérdida de medicamento antes de ingresar a la
circulacion sistémica los que rondan segun la via de administracién empleada entre el 55%
y el 62% aproximadamente. Lo antedicho nos indicaria que el efecto de primer pasaje
producido por el higado no representaria en si mismo la causa de la pérdida de
medicamento antes de ingresar a la circulacion sistémica, antes bien pareceria mas
razonable ubicar estas pérdidas a los ya reportados procesos de biotransformacion que se
producen en los liquidos digestivos a causa de la actividad enzimatica de la microflora
presente en los mismos. Sin embargo este no es €l caso en la administracion s.c. en donde
de hecho los efectos de primer pasaje digestivo y hepatico han sido evitados y aqui cuatro

explicaciones surgen como posibles respuestas.

En primer lugar; que la reaccion inflamatoria producida por el bajo pH de la solucion
inyectada hubiese impedido la difusion del medicamento permaneciendo este secuestrado

en el sitio de inyeccion.

En segundo lugar, que el medicamento a causa de la diferencia de pH existente entre la
solucién administrada y el liquido intersticial hubiese precipitado y que su posterior
disoluciéon se produjera en forma lenta dando lugar a concentraciones plasmaticas debajo

del limite de cuantificacion de la técnica.

En tercer lugar; que el medicamento haya sufrido procesos de biodegradacion en el sitio

de inyeccion lo que disminuyendo de esta forma la magnitud de la fraccién disponible.

En un estudio se analizaron muestras de musculo de la region en la que se habia
realizado la inyeccién de la misma solucion comercial utilizada en este estudio y se
encontraron elevadas concentraciones de ABZS02 al primer dia posadministracion lo que
indicaria que el RBZ podria ser oxidado en el mismo sitio de inyecciéon (Errecalde y col. en

comunicacién personal).
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La cuarta explicacion surge como la interaccion de las tres causas mencionadas, y es la
que por légica nos parece la mas acertada.

Otro elemento a considerar es la relacién encontrada SO2/RBZ. Teniendo en cuenta que
las distintas formulaciones fueron realizadas en los mismos animales podemos asumir que
el volumen de distribucion del ABZSO2 (V., Vss, Varea) permanecié invariable cualquiera sea
la via de administracién utilizada. De manera que las concentraciones plasmaticas
necesariamente deben guardar relacién directa con la cantidad de ABZSO2 presente en el
organismo. En ese caso la relacion SO2/RBZ nos permite conocer en forma relativa la
cantidad de metabolito formado con respecto a la cantidad de RBZ ingresado a la
circulacion sistémica. El valor de esta relacion en la administracion i.v. es del 0.33 + 0.024
que es un valor bajo en comparacién con los obtenidos en las vias s.c. (0.85 + 0.12) e i.r.
(1.17 + 0.077). Estos ultimos no guardan relacién con el bajo valor de ER calculado para el
RBZ, lo que nos sugeriria que la gran parte del ABZSO2 es formado antes de ingresar a la

circulacién portal.

IV.4.3.Justificacion de un proceso de absorcién de orden cero aparente
IV.4.3.1. Presentacion del fenémeno

Los perfiles de concentracidén plasmatica en funcion del tiempo obtenidos tras la
administracion de RBZ por via intrarruminal (suspension al 10%) y por via subcutanea
(solucién inyectable al 10%) no pueden ser descriptos con los modelos exponenciales
clasicos. Estos modelos netamente descriptivos, se fundamentan en la aceptaciéon “a priori”
de que los procesos de absorcion y de eliminacidon son procesos de primer orden, y aunque
desde el punto de vista practico cientifico es légico que se considere ese supuesto basico,
ese no es €l caso con los perfiles obtenidos luego de la administraciéon de una misma

molécula por distintas vias de administracion.

Las figuras IV.2. y IV.3. nos permiten apreciar la falta de ajuste entre las
concentraciones plasmaticas observadas y las estimadas mediante un analisis de WLSNLR
con el cual se busco describir el perfil de concentraciones plasmaticas mediante el empleo

del conocido modelo biexponencial extravascular: C; e %, - Ci e k2

Dado que la constante de la fase terminal estimada mediante el método de las residuales
no presenté diferencias con la obtenida tras la administracion intravenosa, damos por cierto
que es el proceso de absorcion el que presenta cierto grado de complejidad y que no puede
ser descrito en términos exponenciales. En este caso consideramos que el proceso de
absorcion es distinto de orden uno. Esto ultimo se vio confirmado por las curvas de

porcentaje de RBZ remanentes en el sitio de absorcién estimadas mediante el método de
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Loo-Riegelman, 2 las que transformadas en cantidades de RBZ permitieron estimar los
valores de ko mediante un modelo de regresion lineal simple.

IV.4.3.2. Justificacién desde un punto de vista descriptivo

Tomaremos en consideracion el caso de un modelo de dos compartimentos. Cuando un
medicamento ingresa al compartimento central mediante una perfusion intravenosa a ritmo
constante o sea mediante una cinética de orden cero las concentraciones plasmaticas
describen una parabola que tiende a hacerse paralela al eje de las abcisas; es la Cys la que
es funcion directa de ko € inversa del Clg. (Figura IV.17.)

El modelo farmacocinético bicompartimental construido con ecuaciones integradas que

describe este tipo de perfil plasmatico es el siguiente:

_ kO(k2l “’11)(9_1“) kO(kZI "’12)("_12‘)

T M- . -4

Eq.30

En un sentido mas general, esta meseta de concentraciones plasmaticas se puede

obtener mediante una cinética de dosis multiples.

La administracion de bolos intravenosos de idénticas dosis de medicamento a intervalos
regulares da como resultado una curva de concentracién plasmatica acumulativa en donde
se presentan concentraciones maximas y minimas en cada intervalo de administraciéon. Las
concentraciones maximas coinciden con la administracion del bolo y las minimas con el
momento inmediato anterior a la administraciéon del bolo siguiente (Figura IV.18.), y cuando
los intervalos entre las administraciones intravenosas tienden a un valor préximo a cero el
rango de variaciéon entre las concentraciones maximas y minimas tiende a ser despreciable y
dicho perfil puede ser representado por medio de una linea recta como la que se muestra en
la figura IV.19. La observacion detenida de la fase absorcién de los dichos perfiles obtenidos
en la fase experimental permite apreciar que las concentraciones presentan variaciones
entre valores maximos y minimos, a la manera de una cinética de dosis multiples, ver

Figura IV.2.

IV.4.3.3. Justificacion desde un punto de vista fisiologico

El ingreso al compartimento central en forma de pulsos podria ser explicado por el
hecho de la fuerte reaccién inflamatoria producida en el sitio de administraciéon. Esta
reaccién podria ser debida al bajo pH de la solucién comercial administrada (alrededor de
1). Por tratarse de una base débil, el RBZ como todos los BZD metilcarbamatos necesita un
pH muy bajo para ser solubilizado. Esto Gltimo ha sido demostrado por la importancia de la
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acidez de la secrecion abomasal del rumiante y el necesario pasaje de este tipo de farmacos
a través este 6rgano para lograr su disolucién y favorecer su absorciéon a partir del duodeno.

Toda ingreso de este tipo de farmacos al abomaso en grandes cantidades, sobrepasa su
capacidad de disolucién, permitiendo que una gran fraccion de la dosis ingresada ingresa al
tracto digestivo posterior sin haberse disuelto, hecho que ha sido reportado como la causal
de la baja biodisponibilidad en el caso de un cierre esporadico de la gotera esofagica. En
vista de lo considerado anteriormente, una diferencia entre el pH acido de la solucién
inyectada y el pH alcalino tisular podria dar lugar a la precipitacién de una importante
fraccion del medicamento y su posterior disolucion en forma lenta. Los picos de
concentracion plasmaticos hallados en las primeras fases del proceso de absorcion
parecerian corroborar lo anterior, ya que en principio una cantidad de medicamento
considerable podria ingresar a la circulacidon general, antes de haberse instalado el proceso

inflamatorio que favoreceria la lenta absorcion del farmaco.

En el caso de una administracion i.r. los BZDs deben dispersarse en el contenido
ruminal, hecho es producido por los movimientos de mezcla y propulsion de este érgano.
Los BZDs en ¢l contenido ruminal se presentan disueltos en la fase acuosa 88 y en una alta
proporcién unidos al material particulado de la ingesta. “#8 Como mencionamos
anteriormente la disociacion del complejo formado por el material particulado y los BZDs es
favorecido por el pH acido del abomaso. ¥8 La velocidad de pasaje del material particulado
de la ingesta de los rumiantes ha sido estudiada en profundidad y trabajos realizados en
terneros y cabras por Balch (11 demuestran que el material particulado de la ingesta en un
rumiante es retenido en el reticulo rumen por un periodo de tiempo variable y que las
curvas de excreciébn acumulativa de material particulado coloreado expresadas como
porcentaje de la cantidad eliminada demuestran que casi un 80% del material presente en

el tubo digestivo es eliminado a una velocidad constante.

Tomando en consideracion, que gran parte de la dosis de los BZDs permanece en el
rumen asociada al material particulado de la ingesta y que el pH acido del abomaso es uno
de los factores mas importantes en la disociacion de ese complejo y la subsiguiente
liberacion de la molécula del farmaco, entonces si una cantidad constante de material
particulado arriva al abomaso por unidad de tiempo ello garantizaria que una cantidad casi
constante de BZDs se disocie del material particulado y este en condiciones de ser
absorbido. Desde este pﬁnto de vista es posible explicar por que la cinética de la absorcion
del RBZ administrado por via i.r. puede ser adecuadamente descripta por un proceso de

orden cero.
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IV.4.3.4. Justificacién desde un punto de vista mecanicista

La reconstrucciéon de estos pulsos de ingreso de medicamento al compartimento central
se ve dificultada por los siguientes factores:

a- Se hubieran necesitado muestras de sangre tomadas a intervalos muy pequefios
para poder mediante una ecuacion polinominal reconstruir con cierto grado de exactitud el
namero y la magnitud de cada pulso de ingreso para la estimacién de la velocidad de
absorcion instantanea.

b- Aunque esto hubiera sido posible seria muy dificil prever el nimero de pulsos de
ingreso.

c- De igual manera seria dificil prever la magnitud de dichos pulsos.

Sin embargo considerando los valores de V., ko, ki2, k21 ¥ tabs S€ pudo reconstruir un
perfil de concentraciones plasmaticas mediante un modelo de administraciones
extravasculares maultiples. Los datos de concentracion plasmatica simulados con el
mencionado modelo pueden ser explicados de manera simplificada mediante un modelo de
perfusion intravenosa a debito constante, ya que en ambos casos las concentraciones
plasmaticas tienden a alcanzar un estado de equilibrio estacionario. (Figura IV.14.).
Considerando que en el caso del bovino, los intervalos de los pulsos de absorcion aparente
son impredecibles tanto como su magnitud y numero, los perfiles resultantes se

asemejarian al perfil obtenido en el tercer estudio de simulacién. (Figura IV.15.)

En resumen, los perfiles obtenidos experimentalmente luego de las administraciones
extravasculares de RBZ no solo son consecuencia de los factores anteriormente
mencionados, sino que los mismos estan fuertemente influenciados por el esquema de
muestreo empleado en el desarrollo de la fase experimental. En la figura IV.16. puede
apreciarse el efecto del esquema de muestreo en la descripcién de un perfil obtenido con un
modelo de administraciones miultiples y se puede observar la similitud de este perfil con el
obtenido tras la administracion de RBZ por via i.r. en un animal representativo del grupo
(Figura IV.2.). Considerando el objetivo de la modelizacion, creemos que un modelo simple
de absorcion de orden cero, logra explicar de manera satisfactoria la fase de absorcion luego
de las administraciones i.r. y s.c. de RBZ en bovinos con las formulaciones ensayadas. El
modelo propuesto logra describir los perfiles plasmaticos de una manera simple y explicar el
proceso de absorcion en base a la interpretacion fisiologica de ko y tans Y aunque como €n
toda modelizacion se pierde la exactitud de los datos originales, en este caso se gana el
obtener una vision general del fenémeno y en la simplicidad con la cual un proceso

extremadamente complejo puede ser explicado.



CAPITULO V

Farmacocinética de ricobendazole en
terneros luego de la administracion
extravascular de ricobendazole y
albendazole;
influencia de las formulaciones y las vias
de administracion empleadas sobre la

cinética de absorcion
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V.1. INTRODUCCION

Uno de los procedimientos utilizados para estudiar el proceso de absorciéon de un
medicamento consiste en administrarlo por diferentes vias usando diferentes formas
farmacéuticas y observar el efecto que estos factores producen en el perfil de concentraciéon

plasmatica resultante.

En este sentido el primer paso lo constituye el conocimiento del comportamiento
farmacocinético obtenido tras su administracién i.v., lo que permite estimar los parametros
farmacocinéticos primarios que determinaran su disposicion plasmatica. A partir de alli, los
perfiles resultantes tras una administracion extravascular seran consecuencia de factores
tales como el orden y la velocidad de los procesos de absorcion y la disponibilidad biolégica.
La evaluacion de esos factores es fundamental al momento de tener que disponer de
informacion precisa para elegir una determinada via de administracion, una determinada
forma farmacéutica o bien definir el criterio y el objetivo de futuras investigaciones como por

ejemplo el desarrollo de nuevas formulaciones.

Aunque son numerosos los trabajos en los que se ensayan distintas formulaciones,
distintas vias de administracién o0 mas aun se compara el comportamiento farmacocinético
entre distintas especies, en la gran mayoria de los casos no se dispone de datos obtenidos a
partir de estudios de administracion i.v., o si se dispone de los parametros farmacocinéticos
obtenidos en estos estudios, estos no han sido utilizados en toda su magnitud. Revisando la
literatura, encontramos que cuando un estudio i.v. ha sido conducido, 1a utilizaciéon de los
resultados obtenidos no va mas alla de la estimacion de una semivida de eliminacién y un
calculo de biodisponibilidad absoluta. En una segunda instancia, st los parametros
farmacocinéticos son presentados estos no son totalmente interpretados y la significacion de
los mismos permanece oculta y de esta manera es muy poco lo que se aporta para la

comprensién del efecto de una via de administraciéon o de una nueva formulacion ensayada.

En este experimento el comportamiento farmacocinético del RBZ luego de la
administracion extravascular de RBZ y del ABZ son estudiadas con un modelo
bicompartimental en donde los procesos de distribucién, redistribucion y eliminacion son
explicados mediante los parametros farmacocinéticos del RBZ estimados en un experimento
anterior tras su administracién i.v. Este tipo de estudio permite discriminar disponibilidad
biolégica, orden y velocidad de los procesos de absorcién y estimar los parametros que

explican los mencionados procesos.
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V.2. MATERIALES Y METODOS

V.2.1. Animales experimentales

En este estudio se utilizaron seis terneros raza Holstein sanos y libres de parasitos con
un peso promedio comprendido entre los 150 y 170 kg. Los animales fueron los mismos que
se utilizaron en el experimento anterior. Durante las fases experimentales los mismos

permanecieron en potreros de alfalfa disponiendo de agua a voluntad.

V.2.2. Medicamento administrado

Los medicamentos administrados fueron el ABZ y su metabolito activo conocido como
albendazole sulfoxido (ABZSO) o ricobendazole (RBZ). El RBZ fue administrado por las vias
intraabomasal (i.a.) e i.r. y el ABZ por la via i.r. seglin un diseno de cross-over con tres fases
y con tres grupos de tratamiento compuestos de dos animales en cada uno. El periodo de
espera entre €l desarrollo de las fases fue de cuatro semanas. El RBZ fue administrado por
via i.a. e ir como solucién comercial al 15% (Syntiotal-R®) mientras que el ABZ fue
administrado por via i.r. como suspension comercial al 10% (Valbazen®). Los dos
medicamentos fueron administrados a la dosis de 7.5 mg.kg!. Las muestras de sangre

fueron tomadas a los siguientes tiempos posadministraciéon: 1, 5, 15, 30, 45 y 60 minutos y

2, 4,6, 8, 10, 12, 18, 24, 30, 36, 48 y 60 hs.

V.2.3. Procedimiento analitico
El tratamiento de las muestras, deteccion y cuantificacion de los analitos fueron

explicados en el capitulo II.

V.2.4. Analisis farmacocinético
V.2.4.1. Analisis farmacocinético del RBZ

El analisis de los datos de concentracion plasmatica de RBZ obtenidos en el presente
experimento se analizaron con un modelo bicompartimental considerando los valores de V.,
kio, k12 ¥ ka obtenidos en la administracion i.v. del experimento anterior. El uso de estos
parametros se fundamenta en el hecho de haber sido obtenidos en los mismos animales. Por
otra parte asumimos que la variacién intraindividual de dichos parametros es despreciable y
no afectaria en forma significativa el analisis farmacocinético. Los perfiles correspondientes
a cada ensayo se analizaron en forma separada fijando los valores de los parametros
mencionados anteriormente dejando liberado al modelo para la estimacion de los valores de

los parametros de los procesos de absorcion.

En los tres casos los parametros de los procesos de absorcion fueron estimados a partir

de los datos de concentracién plasmatica mediante regresién lineal ponderada de minimos
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cuadrados mediante el uso del programa Scientist™, MicroMath Software, Salt Lake City,
UT. El analisis permiti6 discriminar entre un proceso de absorcién de orden cero y de orden
uno. La representacion grafica del modelo utilizado se presenta en la figura V.1.

V.2.4.2. Modelo bicompartimental con absorcién de orden uno

El sistema de ecuaciones diferenciales que describen el modelo bicompartimental con
un proceso de absorcién de orden uno son las siguientes:

dx
2 = (koo +koy )Xo Eq.1
dt
dx
—dt—l="(kw +hip )X +hy X,y +hoX, Eq.2
dX
—2 =k X, —ky X, Eq.3
dt
X,
CP =—"I/— Eq.4

En el caso de los modelos con procesos de absorcion de primer orden la inspeccion
visual de los perfiles de concentracién plasmatica no permitié distinguir la fase de
disposicion rapida asociada al proceso de distribuciéon y por lo tanto pudieron ser descritas
mediante un modelo biexponencial extravascular clasico, por lo que el tiempo al que se

alcanza la maxima concentracion plasmatica (tmax} fue calculado de la siguiente manera:

kg -Ini,
o kOl_;{’Z

Eq.5

Mientras que la maxima concentracion plasmatica fue calculada con la siguiente

relacion:

___ DFky

C — e—/!'z fmax _ e"kl}l ! max Eq.6
e Varea (kOI '"3'2)

La ecuacion anterior se basa en el hecho de que los perfiles de concentracion
plasmatica pudieron ser explicados mediante un modelo biexponencial y que Cnax S€
produce luego de que haberse alcanzado el estado de pseudoequilibrio estacionario. De
manera que la relaciéon entre la cantidad de medicamento presente en el organismo y la G

pueden ser explicadas con €l Varea.
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V.2.4.3. Modelo bicompartimental con absorcion de orden cero
El sistema de ecuaciones diferenciales que describen el modelo bicompartimental con

un proceso de absorcién de orden cero son las siguientes:

axX,

= (ko + kyz )Xy +kyy X, + kg Eq.7
dX
"c}f"zklzXl —kyX, Eq.8
dX
C.=—1 )
P Eq.9

Donde koo y ko1 son las constantes de orden uno aparente de perdida del medicamento
desde el sitio de absorcién y de absorcidon real respectivamente. Los demas parametros

farmacocinéticos fueron estimados mediante la metodologia ya descrita en el capitulo III.

V.2.4.4. Analisis farmacocinético de ABZS02
Los perfiles plasmaticos de ABZSO2 fueron analizados mediante estimacion de las AUCs
por el método trapezoidal, tnax ¥ Cmax fueron obtenidos mediante inspecciéon visual de los

mencionados perfiles.

La relacién entre las AUCs de ABZSO2 y RBZ (SO2/RBZ), fueron calculadas por medio

de la siguiente relacion:

AUC,_., ABZSO2
AUC,_, RBZ

SO2/RBZ = Eq.10

V.2.5. Andlisis Estadistico
Para la realizacién del analisis estadistico de los resultados se utilizé el programa
MICROSTAT (1978-85 by Ecososft, Inc.)

Los valores de las variables farmacocinéticas hallados en cada una de las experiencias
realizadas expresados como promedio + desvio estandar. Sobre la base de estos resultados
se aplico el analisis paramétrico de la varianza. El limite de probabilidad fue establecido en
0.05.
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V.3. RESULTADOS

Los perfiles de concentracién plasmatica de RBZ obtenidos tras la administraciéon de
una solucion comercial al 15% (Sintyotal-R®) por via i.a e ir. y de una suspensién comercial
de ABZ al 10% (Valbazen®) a la dosis de 7.5 mg kg! se presentan en la figura V.2., los

valores se hallan representados como la media de los mismos (n = 6)

El analisis farmacocinético fue realizado mediante un modelo bicompartimental
basando en los parametros farmacocinéticos (Vc, ki, k12 ¥ k21) obtenidos en el experimento
anterior. La estimacién previa de los valores de las pendientes de eliminaciéon observadas
tras la administracion de RBZ por vias i.a. e i.r. y de ABZ por via i.v. no presentaron
diferencias con respecto a la pendiente estimada tras la administracién de RBZ por via i.v.
(Tabla V.1.)

En la tablas V.2. se presentan los parametros farmacocinéticos de RBZ estimados para
cada via de administracion y tipo de formulacion empleada los que son expresados como

valores medios + desvio estandar.

En el caso de la via de administracién i.a. todos los perfiles pudieron ser ajustados
considerando un proceso de absorcién de orden uno, mientras que en el caso de la
administracion de RBZ por via i.r. la cinética de absorcién se presentdé variable y pudo
discriminarse tanto un proceso de absorcion de primer orden para cuatro animales como un
proceso de absorcion de orden cero aparente para los dos restantes. En el caso de la
administracién de ABZ, la cinética de absorcién se presento homogénea con respecto a un
proceso de orden cero aparente. El ajuste de los perfiles de concentracion plasmaticas
obtenidos en cada una de las vias de administracion en un animal representativo del grupo

se presentan en la figura V.3.

Con rcspectb a la velocidad del proceso de absorciéon, la administracion i.a. se
caracterizo por una velocidad de absorcién veinte veces mayor con respecto la observada
tras la administracion i.r. (0.025 + 0.014 vs. 0.00126 + 0.008 min-!). Esto se corresponde
con los elevados y tempranos valores de Cmax Observados en la administracion i.a. en

comparacion con los bajos y tardios valores de Cuax 0Observados en la administracion i.r.

Aunque el nimero de individuos no permitié realizar un correcto estudio estadistico, los
valores de ko obtenidos en la administraciéon i.r. de RBZ fueron menores que aquellos los

obtenidos en la administracion i.r. de ABZ (2.70 + 1.13 vs. 5.58 + 1.42 ug.kg!.min-!).
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Figura V.1. Representacion grafica del modelo bicompartimental utilizado para el estudio de
la disposicién plasmatica de RBZ administrado a terneros por via i.a. e i.r. como solucion
comercial al 15% (Sintyotal-R®) y de ABZ por via i.r. como suspension comercial al 10%
(Valbazen®) a la dosis de 7.5 mg.kg'!; Xa es la cantidad de RBZ presente en el sitio de
absorcion; X; y X, son las cantidades de RBZ presentes en los compartimentos central y
periférico; ko es la constante de absorcion de orden cero aparente; ko; es la constante de
absorcion de primer orden aparente; koo €s la constante de primer orden aparente de
perdida de medicamento desde el sitio de absorcién; kio, k12 y k21 son las constantes de
primer orden aparente de eliminacién, distribucion y redistribuciéon respectivamente.
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Figura V.2. Concentraciones plasmaticas de RBZ obtenidas tras su administracién a
terneros por via i.a. e i.r. en forma de solucién comercial al 15% (Sintyotal-R®) y tras la
administraciéon de ABZ como suspension comercial al 10% (Valbazen®) por via i.r. a la dosis
de 7.5 mg.kg-1. Las concentraciones plasmaticas estan expresadas como valor medio (n = 6).
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Tebla V.1. Valores de la constantes de las fases terminales y sus correspondientes
semividas de RBZ después de su administracion en terneros por via i.v. como solucién
experimental al 10% en DMSO, por vias i.a. e i.r. de una solucion comercial al 15%
(Sintyotal-R®) y por via i.r. de ABZ como suspensiéon comercial al 10% (Valbazen®) a la
dosis de 7.5 mg.kg!. Los valores estan expresados como promedio + desvio estandar.

iv. (RBZ) i.a. (RBZ) ir. (RBZ) ir. (ABZ)
Parémetros Promedio + DE Promedio + DE Promedio + DE Promedio + DE
A2 (min-1) 0.0029 + 0.0004 0.0029 + 0.004 0.0025 + 0.004 0.0023 + 0.0001
fiz A2 (min) 274 + 35 245 + 32 282 + 49 306 + 30

A2 Y ti;2 A2 son la constante y la semivida de la fase terminal o de disposicion lenta.
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Figura V.3. Concentraciones plasmaticas de RBZ administrado a terneros por via i.a. (A),
i.r. (B) y obtenidos tras la administracion de ABZ por via i.r. (C) ajustadas mediante analisis
farmacocinético simultaneo de los tres perfiles. Los datos pertenecen a un animal
representativo del grupo.
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Tabla V.2.  Comparacion de los parametros farmacocinéticos que describen la disposicion
plasmatica de RBZ después de su administracion en terneros por las vias i.a. e i.r. como
solucion comercial al 15% (Sintyotal-R®) y tras la administracion i.r. de ABZ como
suspension comercial al 10% (Valbazen®) a la dosis de 7.5 mg.kg!. Un modelo de dos
compartimentos abierto fue ajustado a los datos experimentales, los valores de kio, ki2, k21,
A2, t 12 12 y Ve de cada animal fueron obtenidos tras la administracién i.v. de RBZ. Los
valores estan expresados como promedio + desvio estandar.

i.a. (RBZ) ir. (RBZ) ir. (ABZ)
Parametros Promedio + DE Promedio + DE Promedio + DE
ko (pg.kg*.min-1) 270 + 1.13 558" + 1.42
tabs (MIN) 719 + 240 1197* + 362
ko1(min-1) 0.0255* + 0.014 0.00126 + 0.008
tiz o1 (min) 36* + 25 767 + 453
koo (min-1) 0.0079* + 0.0034 0.0022 + 0.001
f172 00 {min) 99* + 36 360 + 164
k1o (min) 0.0097 + 0.0024 0.0097 + 0.0024 0.0097 + 0.0024
k12 (min-1) 0.2421 + 0.0706 0.2421 + 0.0706 0.2421 + 0.0706
k21 {min-1) 0.1038 + 0.0166 0.1038 + 0.0166 0.1038 + 0.0166
A2 (min-1) 0.0029 + 0.0004 0.0029 + 0.0004 0.0029 + 0.0004
t 1 A2 (min-t) 247 + 35 247 + 35 247 + 35
Ve (mLkg) 224 + 64 224 + 64 224 + 64
Crax (Hg/mL) 6.80* + 1.26 143" + 0.88 287" + 0.91
tmax (MiN) 94 + 29 333" + 92
AUC o-clast(g.min/mL.) 2936 + 742 1204* + 764 2743 + 1822
AUC 0. (ug.min/mL) 2957 + 744 1316" + 764 3057 + 1574
F (%) 81" + 21 35 + 16

ko es la constante de absorciéon de orden cero; tas es el tiempo estimado de la duracion del proceso de
absorcién; ko es la constante de absorcion de primer orden; fi;2 0: es la semivida de absorcion; kpo es
la constante de primer orden de pérdida de medicamento desde el sitio de absorcion; Kkio es la
constante de eliminacion de primer orden desde el compartimento central; k;2 es la constante de
transferencia de primer orden desde el compartimento central al periférico; k21 es la constante de
transferencia de primer orden desde el compartimento periférico al central; 1 es el exponente de la
fase de disposicion lenta; t 172 A2 es la semivida de la fase de disposicion lenta; V. es el volumen del
compartimento central; Cnax €s la concentracion plasmatica maxima estimada; tmax €s el iempo al que
se alcanza la maxima concentracion plasmatica; AUC o-clast es el area bajo la curva de concentracion
plasmatica desde tiempo cero hasta el tiempo de la Gltima concentracion medida calculada por el
método trapezoidal; AUC o, es el area bajo la curva de concentraciéon plasmatica extrapolada al
infinito calculada por el método trapezoidal; F es la fraccion absorbida o biodisponible de la dosis de
RBZ administrada calculada por el método trapezoidal, la misma esta expresada como porcentaje; (*)
es un valor estadisticamente diferente a los demas: p < 0.05.
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Figura V.4. Concentraciones plasmaticas de ABZSO2 obtenidas tras la administracion de
RBZ a terneros por via i.a. e i.r. en forma de soluciéon comercial al 15% (Sintyotal-R®) y tras
la administracion de ABZ como suspension comercial al 10% (Valbazen®) por via i.r. a la
dosis de 7.5 mg.kg-l. Las concentraciones plasmaticas estan expresadas como valor medio
(n = 6).
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Tebla V.3. Comparacién de los parametros farmacocinéticos de ABZSO2 calculados a
partir de los datos de concentracién plasmatica obtenidos luego de la administracion de
RBZ en terneros por las vias i.a. € i.r. como solucidn comercial al 15% (Sintyotal-R®) y tras
la administracion i.r. de ABZ como suspensién comercial al 10% (Valbazen®) a la dosis de
7.5 mg.kg'l. Los valores estan expresados como promedio t desvio estandar.

i.a.(RBZ) ir. (RBZ) ir. (ABZ)
Pardmetros Promedio + DE Promedio + DE Promedio + DE
AUC o.c1ast (g.min/mL) 930" + 388 1302 + 144 1922 + 283
AUC o (Hg.min/mL.) 945* + 386 1336 + 148 1956 + 288
Crax {pg/mL) 0.84* + 0.51 1.29 + 0.09 236 + 0.98
tmax (Min) 740 + 177 840 + 294 580 + 220
SO2/RBZ 0.32* + 0.13 132 + 0.74 080 + 038

AUC o<last s el area bajo la curva de concentracion plasmatica desde tiempo cero hasta el tiempo de la
ultima concentracion medida calculada por el método trapezoidal; AUC o0« es el area bajo la curva de
concentracion plasmatica en vs tiempo extrapolada al infinito calculada por el método trapezoidal;
Cuax es la concentracion plasmatica maxima estimada; tmax €s el tiempo al que se alcanza la maxima
concentracion plasmatica; ABZSO2/RBZ es la relacion entre las AUCs de SO2 y RBZ.; (*) es un valor
estadisticamente diferente a los demas: p < 0.05.
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Los valores de biodisponibilidad del RBZ administrado como soluciéon difieren
sustancialmente respecto de la via de administracién empleada en donde la misma fue solo
de un 35 + 16% en el caso de la administracién i.r. en comparacién con el 81 + 21%

obtenido tras la administracién de la misma formulacion por via i.a.

Los perfiles de concentracion plasmatica de ABZS02 obtenidos tras la administracion
de RBZ como solucién comercial al 15% (Sintyotal-R®) por via i.a e ir. y de una suspensién
comercial de ABZ al 10% (Valbazen®) a la dosis de 7.5 mg.kg-! se presentan en la figura V.4,
los valores se hallan representados como la media de los mismos (n = 6) y en la tabla V.3. se
presentan los parametros farmacocinéticos de ABZSO2 estimados para cada via de
administracion y formulaciéon empleada expresados como valores medios + desvio estandar.
El estudio de los perfiles de ABZSO2 mostrd que entre las distintas vias de administracion y
formulaciones empleadas que no existen diferencias entre los parametros farmacocinéticos

considerados.

V.4. DISCUSION

V.4.1. Biodisponibilidad del RBZ

La administracion i.a. de RBZ se caracterizé por presentar una disponibilidad biolégica
de + 81% y de una rapida absorciéon. La rapidez con la que se produce este fenémeno se
podria asociar a la proximidad del sitio de administracién con el duodeno el que constituye
el sitio potencial para su absorcidn. Es posible que inmediatamente luego de la
administracion el pequefio volumen inyectado haya sido impulsado hacia el duodeno a
causa del peristaltismo gastrico, especificamente por accion de la bomba pilorica. Esta
demostrado que en los rumiantes la biodisponibilidad de los compuestos BZDs esta
condicionada por su solubilidad acuosa, la que depende del pH del medio en €l que se
encuentran. ©2) En ese caso dado el pH acido del medio abomasal y considerando el bajo pH
de la solucion administrada una gran fraccion de la dosis estaria en condiciones de ser

absorbida considerando que las moléculas de RBZ se encontrarian en solucion.

La rapidez de la absorciéon del RBZ lograda mediante la administracion i.a. es
concordante con la velocidad de absorcion del febendazole (FBZ) administrado en forma de
suspension por la misma via. ® Sin embargo las concentraciones plasmaticas de FBZ
fueron significativamente menores y estos persistieron por menos tiempo que las obtenidas
tras la administracion de la misma dosis por via oral. Esta diferencia puede explicarse
porque al ingresar la totalidad de la dosis en forma de suspension al abomaso, las
particulas de FBZ no pudieron permanecer el tiempo suficiente en medio acido para poder
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lograr su completa disolucién y aunque la fraccién disuelta pudo ser rapidamente absorbida
una gran fraccion por el contrario permanecié sin disolverse y fue excretada sin ser
absorbida.

Teniendo en cuenta que en el acaso de la administracion de RBZ por via i.a. el
medicamento evita la permanencia en rumen y los procesos de biodegradacién presentes en
el mismo, nos parece razonable que luego de la administracion i.a. del RBZ en forma
soluble la velocidad de absorcion sea rapida y solo se produzca una perdida de + 20% del
medicamento. Esto no ocurrié sin embargo en el caso de la administracion de RBZ por via
ir.,, en donde la fraccién biodisponible fue muy pobre + 35% en comparacién con la
obtenida tras la administraciéon i.a. de la molécula. Los procesos de biodegradacion llevados
a cabo por la microflora presente en el tubo digestivo particularmente el rumen, permiten
explicar la gran pérdida de medicamento que se produce antes de su ingreso a la circulacion
sistémica. Este proceso estaria favorecido por el hecho de necesitar la molécula de RBZ una

sola reaccion oxidativa para ser inactivada.

Otro factor importante a considerar lo constituye la forma fisica en la que se encuentra la
molécula. En el caso de una suspension, la molécula para ser liberada necesita de la
disolucién de las particulas del farmaco, para lo que el caso de los BZD metilcarmabatos el
pH 6ptimo para ello se encuentra en ¢l medio abomasal y no en el ruminal. Otro factor no
menos importante a considerar es la fijacidon de las moléculas de los agente BZD al material
fibroso de la dieta, *® lo que daria lugar a que una importante fraccion de la dosis

administrada atraviese el tubo digestivo sin ser absorbida.

En el caso del ABZ creemos que no es oportuno hablar de biodisponibilidad, ya que
estamos administrando una molécula distinta que por biotransformaciéon en la luz del tubo
digestivo o a través de su pasaje por el higado dara lugar al RBZ. Sin embargo es importante
remarcar un punto desarrollado anteriormente acerca del efecto de la forma fisica del
medicamento sobre la disponibilidad biolégica de los BZDs metilcarbamatos cuando se
administran por via digestiva en rumiantes. Sabemos que en bovinos el ABZ luego de su
administracién i.r. no puede ser detectado en plasma en ningun momento #4909 y que los
valores de las AUCs de RBZ obtenidas tras la administracion i.r. de ABZ no presentan
diferencias con las obtenidas tras la administracién i.a., pero son 2 a 2.5 veces mayores a
las obtenidas tras la administraciéon de RBZ por via i.r. en forma de solucién. En este caso
podriamos considerar que aunque el ABZ necesitaria dos reacciones oxidativas para su
biodegradacion (ver Figura 1.2), es la forma fisica o sea la de particulas en suspension el
factor que retardaria la misma en el ambiente ruminal y lo que le permitiria alcanzar

mejores y prolongadas concentraciones plasmaticas.
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V.4.2. Orden y procesocs de absorcién del RBZ

Es razonable esperar que luego de la administracion de un medicamento en solucién y en
proximidades del sitio para su absorcién esta pueda ser explicada mediante un proceso de
orden uno. Sin embargo lo curioso de este experimento fue el comportamiento variable con
respecto a la cinética de absorcién encontrado en la administracion de RBZ en solucién por
via i.r., en donde un par de animales exhibieron perfiles plasmaticos que solo pudieron se

explicados con un modelo de absorcién a velocidad constante.

Un comportamiento mas homogéneo fue observado tras la administracion ir. de ABZ, en
donde el proceso de absorcion en todos los animales fue explicado mediante una cinética de
orden cero. La prolongada permanencia del ABZ en el rumen con las particulas de la
suspension dispersas en todo el contenido ruminal permitiria que las mismas abandonaran
el rumen al ritmo de la velocidad de vaciado de este drgano. De esta manera una fraccion de
la dosis administrada ingresaria al abomaso en donde las particulas se disolverian gracias
al medio acido pasando luego al duodeno en donde estarian libres para ser absorbidas. Asi
es como el rumen actuaria como un reservorio de las particulas en suspension para su
posterior disolucion y absorciéon, prolongando el periodo de absorcion que se asimilaria a un

proceso de absorcion a velocidad constante.

Podemos agregar aqui que un proceso de absorciéon de orden cero aparente también fue
operativo tras la administracion de RBZ por via i.r. en forma de suspension. De lo hallado
proponemos que la variable cinética de absorcién del RBZ administrado como solucion i.r.
puede ser explicada porque las moléculas al encontrarse en forma soluble pueden ser
atacadas por los microorganismos ruminales dando lugar a una gran perdida de la dosis
administrada. Lo ultimo es corroborado por el hecho que aunque siendo la misma solucién
la administrada la via i.a., esta al evitar en primera instancia el contacto con la flora
digestiva permitidé que las moléculas del RBZ permanecieran a salvo de la degradacion

biolégica favoreciendo una casi completa absorcion de las mismas.

V.4.3. Farmacocinética del ABZSO2

Un dato curioso lo presenta el hecho que los parametros obtenidos a partir de los perfiles
plasmaticos de ABZS02 no presentaron diferencias, especialmente entre las relaciones
S02/RBZ observadas entre las distintas vias de administracion y formulaciones empleadas.
Como en el capitulo anterior, el estudio de los perfiles plasmaticos de ABZSO2 no tienen un
objetivo en si mismo sino en el hecho de esclarecer algunos aspectos de la cinética del RBZ.

En este caso nos permite echar algo de luz sobre algunos aspectos de la biodisponibilidad.
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Tras la administracién intravenosa de RBZ la relacion SO2/RBZ tuvo un valor de ~0.33
lo que sugiere que méas del 50% de ABZSO2 circulante es producido antes de ingresar a la
circulacion sistémica. Si consideramos el hipotético maximo valor de coeficiente de
extraccion hepatico estimado en el experimento pasado (t+ 0.1), las pérdidas por
biotransformacion del RBZ ingresado al higado a través de la circulacién portal no excederia
el 11%. Estos resultados vuelven a sugerir que como en el experimento anterior, la mayor
parte del ABZSO2 circulante hallado en plasma luego de una administracion extravascular
de RBZ seria producido por una biotransformacion extrahepatica del RBZ, precisamente por

accion de la microflora presente en el tubo digestivo de los rumiantes.

V.5. CONCLUSION

El estudio farmacocinético del RBZ realizado tras la administracion extravascular del
mismo (i.a. e i.r.) y de su molécula madre el ABZ por via i.r. se basd en el conocimiento del
comportamiento farmacocinético del RBZ tras su administraciéon i.v., lo que permitio
conocer ¢l valor de los parametros farmacocinéticos primarios ( Ve, kio, ki2 y k21) que explican
la disposicién del medicamento en el organismo. El proceso de distribucion del RBZ esta
presente aunque la fase de disposicion rapida asociada a este fenémeno no pueda ser
distinguida por la inspeccién visual de los perfiles plasmaticos obtenidos tras las
administraciones extravasculares cualquiera sea la via de administracion utilizada.
Asumiendo que la variacién intraindividual de los parametros farmacocinéticos es minima,
entonces €s posible a partir de un modelo que fije los mencionados valores estimar orden y
velocidad de los procesos de absorcién y pérdida de medicamento ocurridas antes de
ingresar a la circulacion general. Lo antedicho constituye el objetivo del presente estudio
que permitid establecer los diferentes parametros que permitieron explicar en forma
mecanicista los fenémenos que dieron lugar a los diferentes perfiles de concentracion
plasmatica en funcién de la via de administracion y las formulaciones utilizadas. En este
punto es importante remarcar la estrecha relacion entre los fendémenos biolégicos
observables (concentraciones plasmaticas), y los modelos matematicos utilizados para
explicarlos. La explicaciébn reside justamente en la interpretacion de los parametros
farmacocinéticos estimados, que no son parametros fisiolégicos pero que su interpretacion
es fisiolégica. En este sentido el analisis compartimental al permitir estimar los parametros
que determinan los comportamientos farmacocinéticos obtenidos en la administraciones
extravasculares permite no solo cuantificar los mismos sino que a partir de esa
cuantificacién es posible realizar comparaciones para establecer de manera objetiva la

eleccion de una via de administracién o una formulacion determinada.



CAPITULO VI

Farmacocinética de ricobendazole
en ovinos administrado

por via intravenosa y extravascular
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V1.1. INTRODUCCION

La escasa solubilidad acuosa de los BZDs es una limitante para su formulacién, por lo
que para ser utilizados en las especies rumiantes estos compuestos se presentan en forma

de suspensiones para ser administrados por via oral o por via i.r.

Tal como ya fuera oportunamente explicado rumen se comporta como un reservorio
fisiologico de las particulas del BZD, las que son liberadas lentamente hacia el tracto
digestivo posterior, prolongando asi el proceso de absorcion y el tiempo de permanencia del
antihelmintico en el hospedador. 7 Sin embargo el tiempo de vaciado ruminal es
modificado por tipo, la cantidad y la calidad de la dieta ingerida durante en tratamiento
168 jinfluyendo de manera significativa en la permanencia del antihelmintico en el
organismo hospedador. Las formulaciones inyectables de pro-BZDs y de BZDs han sido
desarrolladas para evitar estas variaciones que afectan el comportamiento farmacocinético
de ese tipo de farmacos y de esa manera al producir concentraciones plasmaticas sostenidas

asegurar la eficacia de los mismos.

El RBZ como solucién inyectable fue introducido en el afio 1995 en el mercado Latino
Americano para ser administrado por via s.c. a bovinos. Aunque esta via de administracion
evita el rumen y de esa manera todos los factores que relacionados con la fisiologia digestiva
pueden influir sobre el tiempo de permanencia del farmaco en el animal hospedador,
debemos considerar que el mismo también puede ser afectado por €l tipo de formulacién

empleada.

La disposicion plasmaética de RBZ y su metabolito ABZSO2 luego de la administracion
por via digestiva de ABZ en ovinos ha sido extensamente estudiada, sin embargo la cinética
del RBZ y del ABZSO2 luego de la administracion s.c. de RBZ en ovinos no ha sido aun
reportada. Aunque Sintyotal-R® es comercializado para ser utilizado solo en bovinos,
pensamos que seria importante estudiar la cinética plasmatica del RBZ luego de la
administracion esta formulacién en ovinos a los fines de establecer diferencias o ventajas

sobre las clasicas suspensiones para administracion oral o i.r. del RBZ.

En este experimento €l RBZ es administrado a ovinos por via i.v. como solucion
experimental al 10% en DMSO, por via s.c. como solucién comercial al 15% (Sintyotal-R®) y

por via i.r. como suspension experimental al 10%.
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V1.2. MATERIALES Y METODOS

VI1.2.1.Animales experimentales

En este estudio se utilizaron cinco ovinos hembra raza corriedale sanos y libres de
parasitos con un peso comprendido entre los 40 y 50 kg. Durante la fase experimental los
animales permanecieron en corrales consumiendo heno de alfalfa de buena calidad y

teniendo libre acceso al consumo de agua.

V1.2.2. Medicamento administrado

El medicamento estudiado fue el metabolito activo de ABZ también conocido como
albendazole sulféxido (ABZSO) o ricobendazole (RBZ), el que fue administrado por las vias
i.v., s.c. e i.r. segan un disefio de cross-over con tres fases, tres grupos de tratamiento y un

periodo de espera de una semana entre cada fase de acuerdo al siguiente esquema:

Tabla VI.1. Esquema de cross-over con tres fases y tres grupos de tratamiento con el que
se realizd la experiencia.

Secuencia 1 Secuencia 2 Secuencia 3
Ovino 1 Ovino 2 Ovino 3 Ovino 4 Ovino 5
Fase1 V. iV, $.C. $.C. LI
Fase2 s.C. 8.C. ir. L.r. iV,
Fase3 Lr. Lr. LV, i.v. $.C.

El RBZ fue administrado la dosis de de 5 mg.kg'! en tres formas farmacéuticas:

- Como solucion experimental al 10% en DMSO para su administracion i.v.
- Como solucion comercial al 15% (Syntiotal-R®) para su administracion s.c.

- Como suspension experimental al 10% para su administracion i.r.

La solucién inyectable estaba formulada en un vehiculo conteniendo propilenglicol,
polivinilpirrolidoné, acido hidroclérico y agua destilada presentando un pH final de 1.0S.
Las muestras de sangre fueron tomadas por puncién directa de la vena yugular a los
siguientes tiempos posadministracién: 1, 5, 15, 30, 45 y 60 minutos y 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18,
24, 30, 36, 48 y 60 hs. y fueron depositadas en tubos heparinizados, los que fueron
refrigerados en recipientes con hielo. El plasma fue separado mediante centrifugacion
dentro de la hora de la extraccion y almacenado a -20 °C hasta su posterior analisis.

V1.2.3. Procedimiento analitico
El tratamiento de las muestras, deteccion y cuantificacion de los analitos fueron

explicados en el capitulo II.
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V1.2.4. Andlisis farmacocinético
V1.2.4.1. Anélisis farmacocinético del RBZ (administracién i.v.) .

El analisis de los perfiles de concentracién plasmatica de RBZ obtenidos tras la
administracion i.v. fue realizado usando la misma metodologia descrita en el capitulo IIl. Un
modelo bicompartimental fue seleccionado para explicar el proceso de disposicion

plasmatica del RBZ en ovinos, el que es descrito por las siguientes ecuaciones diferenciales:

ax,

dr (ko + K12 )X+ X, Eq.1
dx
_dtz =k X) +ky Xy Eq.2
X
C, =5 Eq.3

Los simbolos fueron explicados anteriormente al igual que la metodologia utilizada para

el calculo de los demas parametros farmacocinéticos.

V1.2.4.2. Analisis farmacocinético del RBZ (administraciones s.c. e i.r.)

La inspeccion visual de los perfiles de concentracion plasmatica obtenidos tras las
administraciones s.c. € i.r. no permitieron distinguir la fase de de disposicién rapida
asociada con la fase de distribucion, por lo que los perfiles plasmaticos de cuatro animales
en el caso de la administracion s.c. y todos los animales en el caso de la administracion i.r.
pudieron ser descriptos por un clasico modelo biexponencial extravascular y solo un animal
correspondiente a la administracion s.c. presentdé un perfil compatible con un proceso de

absorcion de orden cero aparente.

Con el objeto de saber si un fendémeno de flip-flop estaba presente, el valor de las
pendientes de la fase terminal obtenido en las tres vias de administracién fueron calculadas.
En el caso de los perfiles que pudieron ser descriptos con ecuaciones exponenciales el
calculo se realizé6 mediante el método de las residuales. En el caso en que un proceso de
orden cero aparente estuvo presente en el proceso de absorcion, la constante se estimé por
transformacion logaritmica de las concentraciones plasmaticas pertenecientes a la fase de

eliminacién y regresion lineal de las mismas.

El analisis de los datos de concentracion plasmatica de RBZ obtenidos en el presente
experimento se analizaron con un modelo bicompartimental considerando los valores de V.,
kio, k12 Yy k21 obtenidos en el analisis de los datos obtenidos tras la administracion i.v. Los

perfiles correspondientes a cada ensayo se analizaron en forma separada fijando los valores
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de los parametros mencionados anteriormente y dejando liberado al modelo para la
estimacion de los valores de los parametros de los procesos de absorcién. En los tres casos
los parametros de los procesos de absorcion fueron estimados a partir de los datos de
concentracion plasmatica mediante regresion lineal ponderada de minimos cuadrados
mediante el programa Scientist™, MicroMath Software, Salt Lake City, UT. El analisis
permitié discriminar entre un proceso de absorcion de orden cero y de orden uno. La
representacion grafica del modelo utilizado se presenta en la figura VI.2.

V1.2.4.2.1. Modelo bicompartimental con absorcion de orden uno
El sistema de ecuaciones diferenciales que describen el modelo bicompartimental con un

proceso de absorcion de orden uno son las siguientes:

dX ,

d = "'(koo"‘km )Xa Eq.4
idx;!‘z—(kw +ky )X ) + kX, + ko X, Eq.5
i} =k Xy —ky X, Eq.6

di

X
CP = —'V:' Eq.7

donde koo v ko1 son las constantes de orden uno aparente de perdida del medicamento y de

absorcion respectivamente.

En el caso de los modelos con procesos de absorcion de primer orden los perfiles de
concentracion plasmatica pudieron ser descriptos mediante un modelo biexponencial
extravascular, por lo que el tiempo al que se alcanza la maxima concentracién plasmatica

(tmax) fue calculado de la siguiente manera:

_ lnkm ~In /12

o Eq.8
ko = 4

Mientras que la méxima concentracion plasmatica fue calculada con la siguiente

relacion:

Cpax = DEky ot _ it Eq.9
Varea(kOI _’12)'

La ecuacion anterior se basa en el hecho de que los perfiles de concentracion plasmaéatica

pudieron ser explicados mediante un modelo biexponencial y que Cmaex s¢ produce luego de
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que haberse alcanzado el estado de pseudoequilibrio estacionario, de manera que la relacion
entre la cantidad de medicamento presente en el organismo y la C, pueden ser explicadas
mediante el empleo del Vyyea.

VI1.2.4.2.2. Modelo bicompartimental con absorcién de orden cero

El sistema de ecuaciones diferenciales que describen el modelo bicompartimental con un

proceso de absorcién de orden cero son las siguientes:

dx

?l = ~lkyg +kpa X| +kp Xy +ko) Eq.10

aX

Trzzklz)(l“kzlxz Eq.11
Xy

Cp =V— Eq.12

En el caso de los modelos con absorcion de orden cero, el tmax corresponde al tiempo que
el proceso de absorcion (taps) casi ha finalizado y que es estimado por el modelo, el valor de

Cuax coincide con este momento y puede ser estimado de la siguiente manera:

_ ko (ks ‘ﬂq)(e_'l’ ra”")_'_Itfo(kz1 —jq)(e“"'zfabs)
Com =, (s - 40) Ve (A2 (4 - 4,)) Eq.13

Los demas parametros farmacocinéticos fueron estimados mediante la metodologia ya

descrita.

V1.2.4.3. Analisis farmacocinético simultaneo de los perfiles i.v., s.c. € i.r.
Los sistemas de ecuaciones diferenciales utilizados para las administraciones i.v. y
extravasculares fueron integradas para analizar los tres perfiles en forma simultanea

permitiendo de esa manera calcular los mejores valores estimados de V¢, kio, Ki2 ¥y k21, Koo,
ko1 y ko.

VI1.2.4.4. Analisis farmacocinético de ABZSO2

Los perfiles plasmaticos de ABZS02 fueron analizados mediante estimacion de las AUCs
por medio del método trapezoidal, tmax ¥ Cuax fueron obtenidos mediante inspeccion visual de
los mencionados perfiles. La relacion entre las AUCs de ABZS0O2 y RBZ (SO2/RBZ), fueron

calculadas por medio de la siguiente relacion:

AUC,_,, ABZSO2
AUC,_, RBZ

S02/RBZ = Eq.14
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VI.2.5.Andlisis estadistico

Para la realizaciébn del analisis estadistico de los resultados se utilizd el programa
MICROSTAT (1978-85 by Ecososft, Inc.) Los valores de las variables farmacocinéticas
hallados en cada una de las experiencias realizadas fueron promediados y expresados como
promedio + desvio estandar. Sobre la base de estos resultados se aplico el analisis

paramétrico de la varianza. El limite de probabilidad fue establecido en 0.05.

V1.3. RESULTADOS

VI1.3.1. Anilisis farmacocinético del RBZ

Contrariamente a lo observado en bovinos no se observo reaccion tisular en el sitio de
inyeccion durante o después de la administracion a pesar del bajo pH de la formulacion
empleada. Los perfiles de concentracion plasmatica de RBZ obtenidos tras las
administraciones i.v., s.c. e i.r. se presentan en la figura VI.1. Lbs valores de las

concentraciones plasmaticas estan expresados por su valor promedio (n = 6).

V1.3.1.1. Analisis compartimental simple

Los perfiles de concentracion plasmatica de RBZ obtenidas tras su administracion i.v.
fueron mejor descriptos mediante un modelo biexponencial en el que los términos pudieron
ser asociados con los procesos de distribuciéon y eliminacion respectivamente, por lo que los
perfiles de concentraciéon plasmatica obtenidos tras la administracion i.v. se analizaron con
un modelo bicompartimental abierto. Los resultados de ese analisis se presentan en la tabla
V1.2. No se encontraron diferencias entre los valores de las pendientes calculadas a partir de

las fases terminales obtenidas en las tres vias de administracién ensayadas (Tabla VI.3.).

Aunque un proceso de distribucion aparente puede ser discriminado a partir de la
inspeccion visual de los perfiles plasmaticos obtenidos tras la administracion i.v., en los
perfiles obtenidos tras las administraciones extravasculares la pendiente de disposicion
rapida asociada al proceso de distribucién no pudo ser distinguida por inspeccion visual.
Sin embargo sumiendo que €l proceso de distribucién es operativo cualquiera sea la via de
administracion utilizada y que los valores de V¢, kio, k12 ¥ k21 estimados en el analisis de los
perfiles intravenosos presentan poca variacion intraindividual es que los perfiles de
concentracion plasmatica obtenidos tras las administraciones s.c. e i.r. fueron analizados
con un modelo bicompartimental fijando los parametros antedichos. El modelo permitio
discriminar un proceso de absorcion de orden uno para todos los casos con excepcion de un
animal que tras la administracion s.c. presenté un perfil de concentraciones plasmaticas
asimilable a un proceso de absorcibn de orden cero aparente. Los parametros
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farmacocinéticos obtenidos en la administracion s.c. e i.r. se presentan en las tablas V1.4, y
VLS.

VI.3.1.2. Analisis farmacocinético simultaneo

El modelo utilizado para analizar en forma simultanea los perfiles de concentracién
plasmatica de RBZ obtenidos tras la administracién i.v., s.c. e ir. se encuentra
representado en la figura VI.2., mientras que el modelo utilizado para analizar el perfil
extravascular s.c. asimilable a un proceso de absorcion de orden cero se presenta en la
figura IV.10. El ajuste logrado con el modelo para cada perfil en un animal representativo
del grupo se presenta en la figura VI.3. Los valores promedios + desvio estandar de los
parametros farmacocinéticos de RBZ estimados por analisis individual de los perfiles de
concentracion plasmatica se presentan en la tabla V1.2. para la administracion i.v. y en las

tablas VI1.4. y VL.5. para las administraciones s.c. e i.r.

No se encontraron diferencias entre los valores de los parametros farmacocinéticos
estimados por medio del analisis compartimental individual y simultaneo (tablas V1.2., V1.4.
y VL.5.).

VI.3.1.3. Valores finales

Los valores promedios + desvio estandar de los parametros farmacocinéticos de RBZ
estimados por analisis simultaneo de los perfiles de concentracion plasmatica obtenidos tras
su administracion i.v., s.c. ¢ i.r. se presentan en la tabla VI.6. Los valores estimados del
coeficiente de extraccion y de la fraccion de RBZ presente en el compartimento central se

presentan en la tabla V1.7.

V1.3.2. Anilisis farmacocinético del ABZS0O2

Los perfiles de concentracion plasmatica de ABZSO2 obtenidos tras las administraciones
i.v., s.c. e i.r. se presentan en la figura V1.4, Los valores de las concentraciones plasmaticas
estan cxprcsados' por su valor promedio (n = 6). Los valores promedios + desvio estandar de
los parametros farmacocinéticos de ABZSO2 obtenidos tras la administracion i.v., s.c., e i.r.
de RBZ se presentan en la tabla VI.8. Los valores de tmax ¥ Cmax N0 presentaron diferencias
entre las vias i.v. y s.c. y en el caso de la administracién i.r. el valor de Cuax fue menor y se
presenté mas tardiamente. Los valores de las AUCs resultantes de la administracion de RBZ
por las vias i.v., s.c. e ir. fueron diferentes entre si, siendo el valor mas grande para la
obtenida tras la administracion s.c y la menor para la obtenida tras la administracion i.r. La
relaciéon SO2/RBZ present6 valores similares en las vias s.c. e i.r. mientras que presento un

valor mas bajo en la administracion i.v.
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Figura V.1. Concentraciones plasmaticas de RBZ obtenidas tras su administracién a ovinos
por via i.v. como soluciéon experimental al 10% en DMSQ, por via s.c. en forma de solucion
comercial al 15% (Sintyotal-R®) y por via i.r. en forma se suspension experimental al 10% a
la dosis de 5 mg.kg!. Las concentraciones plasmaticas estan expresadas como valor
promedio (n = 5).
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Figura VI.2. Representacion grafica del modelo bicompartimental utilizado para el estudio
de la disposicion plasmatica de RBZ administrado a ovinos por via i.v. en forma de solucién
experimental al 10% en DMSO, por via s.c. como soluciéon comercial al 15% (Sintyotal-R®) y
por via i.r. como suspensioén experimental al 10% a la dosis de 5 mg.kg!. X, es la cantidad
de RBZ presente en el sitio de absorcién; X, y X, son las cantidades de RBZ presentes en los
compartimentos central y periférico; ko1 e€s la constante de absorcion de primer orden
aparente; koo €s la constante de primer orden aparente de perdida de medicamento desde el
sitio de absorcion; kjo, ki2 y k21 son las constantes de primer orden aparente de eliminacion,
distribucién y redistribuciéon respectivamente.
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Figura VI.3. Concentraciones plasmaticas de RBZ administrado a ovinos por via i.v. (A),
s.c. (B) e i.r. (C}) ajustadas mediante analisis farmacocinético simultaneo de los tres perfiles.
Los datos pertenecen a un animal representativo del grupo.
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Tabla VI.2. Comparacion de los parametros farmacocinéticos que describen la disposiciéon
plasméatica de RBZ después de su administracion en ovejas por via i.v. como solucién
experimental al 10% en DMSO a la dosis de 5 mg.kg!. Los parametros fueron calculados
mediante analisis farmacocinético individual y simultaneo con los datos obtenidos tras las
administraciones realizadas por via s.c. € i.r. Un modelo de dos compartimentos abierto fue
ajuste(ljdo a los datos experimentales. Los valores estan expresados como promedio + desvio
estandar.

Analisis individual Andlisis simuitaneo

Parametros Promedio + DE Promedio + DE
Co ) (pg/mL) 1274 + 182 1314 + 1.06
As (Hg/mL) 894 + 217 921 + 162
A1 (min-1) 0418 + 0.079 049 + 0.20
tin A1 (min) 17 + 04 154 + 044
Az (pg/mL) 379 + 048 392 + 061
A2 (min-') 0.0022 + 0.0003 0.0023 + 0.0004
tiz A2 (min) 323 + 58 311 + 64
k1o (min-) 0.0072 + 0.0010 0.0075 + 0.0003
ki2 (min-1) 02814 + 0.055 0.3208 + 0.1025
k21 (min-1) 0.1311 + 0.052 0.1586 + 0.101
Ve (mL/kg) 400 + 67 383 + 33
Vss (MmLKQ) 1304 + 187 1269 + 202
Viarea (ML/KQ) 1320 + 191 1284 + 207
Chs (kg'.min1) 285 + 0.11 288 + 0.13
AUC o.ciast (pg-min/mL) 1748 + 40 1748 + 40
AUC o.,. (pg.min/mL) 1776 + 40 1775 + 38

Cpio) s la concentracion plasmatica estimada a tiempo cero; A; y A2 son los coeficientes de las fases de
disposicion rapida y lenta; A1 y 42 son los exponentes de las fases de disposicion rapida y lenta; t172 &
y tiy2 A2 son las semividas de las fases de disposicién rapida y lenta; kio es la constante de eliminacion
de primer orden desde el compartimento central; ki2 es la constante de transferencia de primer orden
desde el compartimento central al periférico; k21 es la constante de transferencia de primer orden
desde el compartimento periférico al central; V. es el volumen del compartimento central, Vi es el
volumen de distribucién al estado de equilibrio; Varea €s el volumen de area; Clp es el clearance
corporal calculado por el método compartimental; AUC o-ciast €s el area bajo la curva de concentracion
plasmatica desde tiempo cero hasta el tiempo de la ultima concentraciéon medida calculada por el
método trapezoidal; AUC o.. es el area bajo la curva de concentracion plasmatica vs tiempo
extrapolada al infinito calculada por el método trapezoidal.
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Tebla V.3. Valores de la pendiente de la fase terminal y semividas de RBZ después de su
administracién en ovejas por via i.v. de una solucion experimental al 10% en DMSO, por via
s.c. de una solucién comercial al 15% (Sintyotal-R®) y por via i.r. de una suspension

experimental al 10% a la dosis de 5 mg.kg!. Los valores estan expresados en forma
individual y como promedio + desvio estandar.

i.v. s.C. ir.

Parsmetros  Promedio + DE Promedio +DE  Promedio + DE

A2 (min1) 0.0022 + 0.0003  0.002

+ 1 £ 0.0002 0.0030 + 0.0005
tin A2 {(min) 323 + 58 337 +

43 236 + 35

A2V ti2 2, son la constante v la semivida de la fase de disposicion lenta.
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Tabla V1.4. Comparacién de los parametros farmacocinéticos que describen la disposicién
plasmaéatica de RBZ después de su administracion en ovejas por via s.c. como solucién
comercial al 15% (Sintyotal-R®) a la dosis de 5 mg.kg'!. Los parametros fueron calculados
mediante analisis farmacocinético individual y simultaneo con los datos de concentracién
plasmatica obtenidos tras la administracion i.v. de RBZ. Un modelo de dos compartimentos

abierto fue ajustado a los datos experimentales. Los valores estan expresados como
promedio * desvio estandar.

Administracion subcuténea

Analisis individual Anélisis simultaneo
Parametros Promedio + DE Promedio + DE
ko (Hg.kg'.min-!) 8.20 8.41
tas (MiN) 718 ™™
ko1 (min-) 0.0071 + 0.0006 0.0070 + 0.0009
1201 (min) 99 + 8 101 + 13
koo (min-1) 0.0012 + 0.0009 0.0012 + 0.0010
t72 00 (min) 878 + 561 848 + 570
Crax (Hg/mlL) 208 + 0.24 209 + 0.24
tmax (Min) 228 + 27 229 + 27
AUC octast (pg.min/mL) 1673 + 190 1673 + 190
AUC o (ug.min/mL) 1704 + 191 1703 + 189
F (%) 96 + 95 9% + 9.5

ko es la constante de absorcion de orden cero; tans es el tiempo estimado de la duraciéon del proceso de
absorcion; ko1 es la constante de absorcién primer orden; t12 01 es la semivida de absorcion; koo es la
constante de primer orden de perdida de medicamento desde el sitio de absorcion; Cmax es la
concentracion plasmatica maxima estimada; tmax es el tiempo al que se alcanza la maxima
concentracion plasmatica; AUC ocast €s el area bajo la curva de concentracion plasmatica desde
tiempo cero hasta el tiempo de la ultima concentracion medida calculada por el método trapezoidal;
AUC o-, es el area bajo la curva de concentraciéon plasmatica en vs tiempo extrapolada al infinito
calculada por el método trapezoidal; F es la fraccion absorbida o biodisponible de la dosis
administrada calculada por el método trapezoidal expresada como porcentaje.
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Tebla V1.5. Comparacion de los parametros farmacocinéticos que describen la disposicién
plasmatica de RBZ después de su administracion en ovejas por via i.r. como suspensiéon
experimental al 10% a la dosis de 5 mg.kg-!. Los parametros fueron calculados mediante
analisis farmacocinético individual y simultaneo con los datos de concentracién plasmatica
obtenidos tras la administracién i.v. de RBZ. Un modelo de dos compartimentos abierto fue

ajustado a los datos experimentales. Los valores estan expresados como promedio + desvio
estandar.

Administracion intrarruminal

Anélisis individual Andlisis simultaneo

Parametros Promedio + DE Promedio + DE
ko1 (min-1) 0.00071 + 0.0001 0.00069 + 0.0001
t1201 (min) 1014 + 252 1042 + 234
koo (min-1) 0.0017 + 0.0004 0.0016 + 0.0004
f12 00 {Min) 417 + 9N 448 + 133
Cmax (g/mL) 044 + 0.10 044 + 0.10
tmax (Min) 437 + 43 438 + 39
AUC o.ciast (j4g.min/ml) 449 + 99 449 + 99
AUC o (pg.min/ml) 476 + 105 475 + 104

F (%) 27 + 57 27 + 5.6

ko1 es la constante de absorcién primer orden; ti/2 01 es la semivida de absorcion; koo es la constante de
primer orden de perdida de medicamento desde el sitio de absorcion; Cmax €s la concentracion
plasmatica maxima estimada; tmax €s €l tiempo al que se alcanza la maxima concentraciéon plasmatica;
AUC o-c1ast €8 el area bajo la curva de concentracion plasmatica desde tiempo cero hasta el tiempo de la
ultima concentracion medida calculada por el método trapezoidal; AUC o.,. es el area bajo la curva de
concentracién plasmatica en vs tiempo extrapolada al infinito calculada por el método trapezoidal; F es
la fraccion absorbida o biodisponible de la dosis administrada calculada por el método trapezoidal
expresada como porcentaje.
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Tabla VI.6. Parametros farmacocinéticos que describen la disposicion plasmatica de RBZ
después de su administracién en ovejas por via i.v., s.c. e i.r. El analisis farmacocinético de
los tres perfiles de concentracion plasmatica vs. tiempo de cada animal fue realizado en
forma simultanea. Un modelo de dos compartimentos abierto fue ajustado a los datos
experimentales. Los valores estan expresados como promedio + desvio estandar.

Andlisis simultaneo
iv. $.C. ir.
Pardmetros Promedio + DE Promedio + DE Promedio + DE
Ce 0y (Mg/mL) 1314 + 1.06
A1 (pg/mlL) 921 + 1.62
A1 (min1) 049 + 0.20
t12 A1 (min) 154 + 0.44
Az (ug/ml) 392 + 0.61
A2 (min-1) 0.0023 + 0.0004
ti2 A2 (min) 311 + 64
k1o (min-1) 0.0075 + 0.0003
k12 (min-?) 0.3298 + 0.1025
k21 (min-1) 0.1586  + 0.101
V: (mL/kg) 383 + 33
Vss (mLKg) 1269 + 202
Varea (ML/kQ) 1284 + 207
Cle (mL kg*.min1) 288 + 013
AUC o.clast (j4g.min/mL) 1748 + 40 1673 + 190 49* + 99
AUC o, (pg.min/mL) 1775 + 38 1703 + 189 475" + 104
ko (pg.kg!.min) 8.41%
tas (Min) 7918
ko1 (min-?) 0.0070 + 0.0009 0.00069* + 0.0001
tir201 (min) 101 + 13 1042* + 234
Crmax (pg/mL) 209 + 024 044" + 0.10
tmax (Min) 229 + 27 438* + 39
F (%) 9% + 9.5 27" +56

Goo) es la concentracion plasmatica estimada a tiempo cero; A; y A2 son los coeficientes de las fases de
disposicion rapida y lenta; 41 y A2 son los exponentes de las fases de disposicién rapida y lenta; t1;2 4y
y tiy2 A2 son las semividas de las fases de disposiciéon rapida y lenta; kio es la constante de eliminacion
de primer orden desde el compartimento central; ki2 es la constante de transferencia de primer orden
desde el compartimento central al periférico; k21 es la constante de transferencia de primer orden
desde el compartimento periférico al central; Vc es el volumen del compartimento central, Vss es el
volumen de distribucion al estado de equilibrio; Vaea s el volumen de area; Cls es el clearance
corporal calculado por el método compartimental; AUC o-clast €s €l area bajo la curva de concentracion
plasmatica desde tiempo cero hasta el tiempo de la ultima concentraciéon medida calculada por el
método trapezoidal; AUC o.. es el area bajo la curva de concentracién plasmatica vs tiempo
extrapolada al infinito calculada por el método trapezoidal; ko es la constante de absorcion de orden
cero; tans €s el tiempo estimado de la duracién del proceso de absorcion; ko: es la constante de
absorcion primer orden; ti2 o1 es la semivida de absorcion; Cmex €s la concentracion plasmatica
maxima estimada; max es el tiempo al que se alcanza la maxima concentracion plasmatica; F es la
fraccion absorbida o biodisponible de la dosis administrada calculada por el método trapezoidal. (8)
datos pertenecientes al animal 3; (*) es un valor estadisticamente diferente a los demas, p < 0.05.
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Tabla V1.7. Coeficiente de extraccion y fraccion de RBZ presente en el compartimento
central tras su administracion a ovinos por via i.v. como soluciéon experimental al 10% en

DMSO a la dosis de 5 mg.kg!. Los valores estan expresados en forma individual y como
promedio t desvio estandar.

Parémetros (unidades) Promedio + DE

fe 0.310 + 0.071
fo 0.690 + 0.071
fo* 0.307 + 0.071
! 0.693 + 0.071
Clg (mlkg*.min"") 288 + 0.13
Q (mL.kg'.min) 90

ER 0.032 + 0.002

Cls es el clearance corporal calculado por el método compartimental; Q es el gasto cardiaco expresado
como volumen de plasma; ER es el coeficiente de extraccion expresado como porcentaje; fc es la
fraccion de medicamento presente en el compartimento central al estado de equilibrio estacionario; fc*
es la fraccion de medicamento presente en el compartimento central al estado de pseudoequilibrio.
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Figura VI.4. Concentraciones plasmaticas de ABZSO2 obtenidas tras la administracion de
RBZ a ovinos por via i.v. como solucion experimental al 10% en DMSO, por via s.c. en forma
de solucion comercial al 15% (Sintyotal-R®) y por via ir. en forma se suspension
experimental al 10% a la dosis de 5 mg.kg!. Las concentraciones plasmaticas estan
expresadas como valor promedio (n = 5).
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Tabla VI.8. Comparacién de los parametros farmacocinéticos de ABZSO2 calculados a
partir de los datos de concentracion plasmatica obtenidos luego de la administracion de
RBZ en ovejas por via i.v. de una solucién experimental al 10% en DMSO, por via s.c. como
solucion comercial al 15% (Sintyotal-R®} y por la via i.r. como suspensioén experimental al
10% a la dosis de 5 mg.kg-!. Los valores estan expresados como promedio + desvio estandar.

iv. s.C. i,
Parémetros Promedio + DE Promedio + DE Promedio + DE
AUC o.ciest (1. min/mL) 518 + 32 810* + 128 162 + 47
AUC 0. (g.minimL) 546* + 43 841* + 120 188* + 50
Crnax (g/ML) 060 + 003 0.76 + . 030 018" + 0.05
tmax {Min) 384 + 54 576 + 100 840* + 224
SO2/RBZ 031 + 003 050 + 007 040 + 0.06

AUC o-c1ast €5 €l area bajo la curva de concentracion plasmatica desde tiempo cero hasta el tiempo de la
ultima concentracion medida calculada por el método trapezoidal; AUC o-. es el area bajo la curva de
concentracion plasmatica en vs tiempo extrapolada al infinito calculada por el método trapezoidal;
Cmax es la concentracion plasmiética maxima estimada; max €s el tiempo al que se alcanza la maxima
concentracion plasmatica; ABZSO2/RBZ es la relacion entre las AUCs de SO2 y RBZ.; (*} es un valor
estadisticamente diferente a los demas: p < 0.05.
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V1.4. DISCUSION

V1.4.1. Fisiologia digestiva y comportamiento farmacocinético del RBZ

La biodisponibilidad de los agentes BZDs en los rumiantes esta estrechamente
relacionada con la fisiologia digestiva de de estas especies. Cuando los BZDs son
administrados ya sea por via oral o i.r., el rumen actiia como un reservorio fisiologico del
farmaco produciendo una liberacién lenta de estos compuestos hacia las regiones
posteriores del tracto digestivo, lo que prolonga el proceso dé absorcion y por consiguiente el
tiempo de residencia de los mismos en el organismo del animal hospedador. 6 Es
importante tener en cuenta que la velocidad de transito de la ingesta a través del aparato
digestivo puede ser alterada por cambios en la calidad y cantidad de la dieta ingerida
durante el tratamiento antihelmintico ¢! ©8) ocasionando alteraciones en la disponibilidad
sistémica de estos compuestos. En este sentido, la persistencia de los compuestos BZDs en
el rumen puede ser prolongada simplemente por someter a los animales a un periodo de

ayuno antes de recibir el tratamiento. (99

Otra alternativa para mejorar al biodisponibilidad de los BZDs es el desarrollo de nuevas
formulaciones. Un ejemplo de ello Io constituye una formulacion inyectable de RBZ para ser
usada en bovinos cuyo objetivo es lograr concentraciones plasmaticas estables por un
prolongado periodo evitando las variaciones asociadas a factores relacionados con la
fisiologia digestiva y la dieta. Debido a que esta formulacidon podria ser utilizada en ovinos,
hemos considerado desarrollar un modelo que permita estimar los parametros
farmacocinéticos del RBZ y estudiar la disposicion de la mencionada molécula en esta

especie.

V1.4.2. Modelo farmacocinético

El objetivo del presente estudio no fue solo lograr el ajuste y la descripcidon de los perfiles
de concentracion plasmatica del RBZ obtenidos tras la administracion del mismo por las
vias 1.v. S.C. € i.r.‘, sino lograr explicar en un sentido mecanicista la disposicidn de esta
molécula en la especie ovina. Dado que la curva de concentraciones plasmaticas de RBZ
obtenidas tras su administracion i.v. fueron descriptas por un modelo biexponencial, se
opto por un modelo bicompartimental para explicar la disposicion de la molécula. En este
sentido asumimos que el proceso de distribuciéon se encuentra presente cualquiera sea la
via de administracion utilizada. Lo expresado es importante ya que en la gran mayoria de
los perfiles de concentraciones plasmaticas obtenidos tras la administracion extravascular
de muchos farmacos no es posible distinguir la fase de disposicion rapida que se asocia al
proceso de distribucion y un modelo monocompartimental puede ser incorrectamente

propuesto para explicar la cinética del medicamento. De acuerdo a lo expuesto en una
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primera instancia, la cinética del RBZ en la especie ovina fue estudiada mediante un modelo
bicompartimental fijando los valores los parametros farmacocinéticos estimados a partir del
analisis de los perfiles de concentracion plasmatica obtenidos tras la administracion i.v.

Habiendo observado que este tipo de analisis permite explicar la cinética del RBZ y
discriminar no solo el orden y la velocidad del proceso de absorcion sino también las
pérdidas de farmaco producidas antes de su ingreso a la circulacién sistémica se procedié a
realizar el analisis simultaneo de los perfiles plasmaticos obtenidos tras las tres vias de
administracion ensayadas. Este analisis nos permitié calcular los mejores valores estimados
de los parametros farmacocinéticos que pudieron explicar y describir la disposicién del RBZ
en la especie bajo estudio. La similitud de los valores estimados mediante este tipo de
analisis con respecto a los hallados mediante analisis compartimental simple y mediante el
uso de modelos exponenciales pone de manifiesto la robustez y la confiabilidad de! método
analitico propuesto demostrando que el mismo es una herramienta til para realizar

estudios farmacocinéticos cuando los sistemas se comportan en forma lineal.

V1.4.3. Distribucién

Debido a que el RBZ ejerce su efecto en el compartimento periférico, es importante
evaluar la capacidad de la molécula para difundir fuera del compartimento central. En ese
sentido los valores de los volumenes de distribucién considerados en forma absoluta no
aportan informacién concreta acerca de lo anteriormente dicho, sino que solo se comportan
como un factor de proporcionalidad para poder calcular la cantidad de medicamento
presente en el organismo a partir de una concentracién plasmatica medida a un tiempo
determinado. No obstante lo anterior, el Vis representa una aproximacion del volumen
fisiologico en el cual el medicamento se halla distribuido cuando ¢l estado de equilibrio
estacionario posinfusién se ha alcanzado, por lo que resulta interesante estimar el valor de
la fraccion del medicamento absorbido (f;) se encuentra en el compartimento central en ese
momento. El valor estimado de f. fue de 0.31 * 0.07, lo que indica que un 69% del
medicamento ingresado al organismo se encuentra presente en el compartimento periférico
en el momento he alcanzarse el estado de equilibrio estacionario, 1o que constituye un

interesante dato acerca de la difusién del medicamento fuera del espacio vascular.

Ha sido reportado que tras la administracion de ABZ a ovinos por via ir. las
concentraciones plasmaticas de RBZ se mantuvieron en equilibrio con las concentraciones
abomasales, lo que sugiere que el farmaco difunde desde la circulacion sistémica hacia el
abomaso en donde alcanza elevadas concentraciones. (70 Considerando lo anterior y
teniendo en cuenta el volumen de los fluidos digestivos en los rumiantes, es posible inferir
que los mismos juegan un importante papel en la distribucion de los compuestos BZDs.



161

Un dato curioso lo constituye el hecho de que en esta especie 108 Vis y Varea presentan
valores casi idénticos y el calculo de la fraccion de medicamento presente en el
compartimento central luego de haberse alcanzado el estado de pseudo equilibrio (£*) fue de
0.30 1 0.07, que casi no difiere del valor de f.. Este hallazgo permite inferir que la fraccién
de RBZ presente en el compartimento central permanece casi constante durante todo el
proceso de disposicién, lo que es explicado porque al igual que en bovinos en este caso el
valor de ko es menor que los valores de ki v k2:.() De esta manera la velocidad de los
procesos de distribucion y redistribucion dan lugar a que el equilibrio entre los
compartimentos central y periférico se alcance rapidamente siendo en este caso ko la

constante de velocidad limitante de la disposicién plasmatica.

VIi.4.4. Clearance

La capacidad de un organismo para eliminar un farmaco no puede ser entendida solo
por la inspeccion del valor de kio ya que esta es una constante de velocidad fraccionaria. Por
lo tanto asumiendo que la eliminacion de un medicamento de realiza desde el
compartimento central, entonces es posible a partir de kio conocer cual el volumen del V;
que es depurado por unidad de tiempo segin la relacion V. ko, lo que nos da como

resultado el Clp estimado por el método compartimental.

Por definicion el Clg (2.88 + 0.13 mL.kg!.min-1) tal como fuera explicado en el capitulo IV
es la resultante de la eliminaciéon del RBZ a través de distintos 6rganos, de manera que el
mencionado valor corresponde a la sumatoria de todos los clearences parciales. Excepto en
caso de medicamentos biotransformados en sangre y/o eliminados por pulmoén, el maximo
valor de Cls estaria expresado por el volumen ventricular (Q), €l que estimado por alometria
para un ovino de 45 kg. de peso vivo seria ~90 mL.kg 1.min-1.199) El coeficiente de extraccion
(ER) calculado como Clg/Q muestra que solo el 3.19% del volumen ventricular es depurado
por unidad de tiempo, lo que representa un bajo valor. Estos resultados indican que la baja
capacidad del ovino para eliminar el RBZ desde la circulacion sistémica y constituye un
dato importante para estudiar cuales son las posibles causas de la baja disponibilidad

sistémica del RBZ observada tras su administracion i.r.

Nosotros proponemos un ejemplo para poder apreciar cuales o cual es el sitio en donde
se producen las perdidas de medicamento antes de que este ingrese a la circulacion

sistémica.

Tal como fuera desarrollado anteriormente el valor del ER es la consecuencia de la
sumatoria de los clearances parciales por los que el RBZ es depurado del organismo. Sin
embargo para poner de manifiesto la verdadera magnitud del higado como oérgano
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depurador del RBZ vamos a proponer un ejemplo extremo en el que este érgano seria el
unico responsable de la desaparicion del RBZ de la circulacién sistémica. De esa manera
que ¢l Cls seria en realidad el Cly. Considerando que el flujo de sangre arterial que arriba al
higado por unidad de tiempo (Qu) constituye aproximadamente el 30% del gasto cardiaco,
entonces tendriamos que ese volumen en un ovino de 50 kg. de peso vivo seria
aproximadamente de ~27 mL.kg'l.min-!. El valor estimado del coeficiente de extracciéon
hepatico (ERy) calculado como Clu/Qu seria aproximadamente de un 11%, lo que a su vez
sigue siendo un valor bajo. Cabe tener presente que a los fines explicativos este valor de ERy
esta sobredimensionado y representa un valor extremo al considerar al higado como el
unico organo responsable de la eliminacién del RBZ y por consiguiente el Ginico responsable
del valor del Cis.

Siguiendo esta linea de razonamiento, si considerariamos que tras una administracion
de RBZ por via i.r. no se producen perdidas de medicamento de ninguna especie y que la
totalidad de la dosis es absorbida e ingresa a la circulacion portal, entonces a partir de los
valores de Cly y Qu se podria estimar el valor de biodisponibilidad maxima (Fmax) segin la
ecuacion propuesta por Benet & Zech. (13)

I
F. . —1-YH g Eq.15

H
De la que resulta que si las pérdidas de RBZ se debieran solo a un efecto de primer

pasaje hepatico deberiamos esperar al menos una disponibilidad biolégica de un 98%.

V1.4.5. Biodisponibilidad

Del ejemplo anterior se puede inferir que la mayoria de las veces se sobredimensiona el
efecto de primer pasaje hepatico como principal causa de bajos valores de F tras una
administracion por via i.r. En segundo término podemos afirmar que la mayoria de las
pérdidas presistémicas de RBZ administrado por via i.r. se producirian por factores
extrahepaticos. En ese caso es posible que gran parte del RBZ administrado haya sido
eliminado sin ser absorbido o que haya sufrido procesos de biodegradacion por accion de la
flora presente en los fluidos digestivos y que aunque el RBZ pueda ser reducido por la flora
ruminal a su molécula madre el ABZ, solo un paso metabdlico es necesario para su

oxidacion irreversible a su metabolito inactivo el ABZS02. ©3)

Otro importante aspecto puede explicar el pobre perfil de concentraciones plasmaticas
de RBZ obtenido tras la administracion i.r. es el tipo y calidad de dieta ingerida durante este
estudio. El fardo de alfalfa de buena calidad consumido durante el experimento

probablemente contribuyé a acelerar transito de la ingesta disminuyendo el tiempo
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disponible para la absorcion y en consecuencia dio lugar a bajos valores de F. En ese
sentido similares perfiles de concentraciones plasmaticas de RBZ y de ABZSO2 fueron
obtenidos luego de la administracién i.r. de ABZ en forma de suspensién a ovinos que
estaban consumiendo dieta verde ©® o fardo de alfalfa de buena calidad ©6), usando dosis
similares a las usadas en el presente estudio. No obstante lo anterior, la liberaciéon del RBZ
desde el rumen hacia el tubo digestivo posterior prolongé el tiempo de absorcion del mismo,
lo que concuerda con el bajo valor de ko; y el prolongado tiempo medio de residencia del
RBZ en el sitio de absorcion. El tardio tiempo en el que se alcanzd la Cuax €S concordante

con lo citado anteriormente.

V1.4.6. Farmacocinética del ABZS02

Los elevados valores de F obtenidos tras la administracion s.c. (96 + 9.2%) fue el
hallazgo mas sorprendente del presente experimento. La sorprendente ausencia de una
reaccion tisular en el sitio de inyeccidon pudo haber favorecido la rapida y casi completa
absorcion de la dosis administrada, lo que es justificado por el alto valbr de ko1 y el corto
periodo de residencia del RBZ en el sitio de absorcion. Como este experimento se realizo
utilizando los mismos animales en cada una de las fases entonces podemos asumir que el
volumen aparente de distribucién del ABZS0O2 permanecié invariable cualquiera sea la via
de administracion utilizada para €l RBZ. De esta manera la relacién entre los valores de las
AUCs de RBZ y ABZS02 pueden ser utilizadas para estimar en forma relativa la cantidad de
metabolito formado en cada una de las vias de administracion empleadas. A pesar de la
gran diferencia entre los valores de F observados, la razén entre los valores de las AUCs de
ABZS02 y RBZ (SO2/RBZ) obtenidas en las vias de administracién s.c. e iLr fueron
similares, lo que sugiere que no hubo una cantidad adicional de ABZSO2 producido como

consecuencia de un efecto de primer pasaje hepatico tras la via de administracion i.r.

V1.4.7. Conclusion

De acuerdo con lo hallado podemos inferir que la principal causa de los bajos valores de
F obtenidos tras la administracién i.r. de RBZ es debida a un efecto de pasaje digestivo mas
que hepatico. Estos hallazgos ponen de manifiesto un aparente comportamiento superior de
la formulacién de RBZ para uso parenteral con respecto a la suspension administrada por
via i.r., lo que podria ser explicado por el hecho de que la administracion s.c. evita los
factores relacionados a la fisiologia digestiva de los rumiantes. En resumen, el RBZ presentd
en ovinos un comportamiento farmacocinético caracterizado por una lenta eliminacion del
organismo y una gran capacidad para difundir hacia el espacio extravascular, sobretodo el
tracto digestivo el que es el principal sitio en donde ejerce su accion antihelmintica. Como el
comportamiento farmacocinético del RBZ en ovinos pudo ser explicado por procesos de
primer orden, las diferencias entre los perfiles de concentracion plasmatica obtenidos tras
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las administraciones s.c. e i.r. fueron consecuencia del orden y de la velocidad y el grado en
que ¢l medicamento fue absorbido. En el caso de la administracion s.c. esos factores pueden
ser modificados por cambios en la formulaciéon empleada. Por ultimo, los resultados
obtenidos en el presente estudio corroboran que ¢l modelo farmacocinético permitié realizar

una comparaciéon objetiva del comportamiento de diferentes formulaciones y vias de
administraciones empleadas.



CAPITULO VII

Comparacion del comportamiento
farmacocinético del ricobendazole en las

especies bovina y ovina
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VII.1. INTRODUCCION

VIIL.1.1. Consideraciones generales

Considerando la enorme cantidad de factores que influyen sobre el comportamiento
farmacocinético de una molécula, no se discute que la especie es uno de los factores mas
importantes a tener en cuenta en el momento de administrar un medicamento y evaluar su
efectividad y toxicidad. En ese sentido el comportamiento farmacocinético puede diferir
tanto en la capacidad de eliminacién del organismo de una especie animal con respecto a
otra como asi también por diferencias en la capacidad de difusién hacia el espacio
extravascular. En el caso de las especies rumiantes, estas diferencias se acentuan aun mas
teniendo en cuenta la particular estructura anatémica de su aparato digestivo y su no
menos complicada fisiologia, ya que en los rumiantes el aparato digestivo ocupa con holgura
mas de un 40% del volumen abdominal y en el bovino adulto el volumen ruminal oscila

entre unos 150 a 200 L y nunca se encuentra vacio.

Estos datos nos hacen reflexionar acerca del gran volumen de liquidos presentes en el
tubo digestivo que inciden significativamente en la distribucion de los farmacos ingresados a
la circulacién sistémica. Por otra parte como oportunamente fuera explicado han sido
reportadas diferencias en las velocidades de paso de la ingesta a través del tubo digestivo
asociadas a la calidad y tipo de dieta, 4V 68 pudiendo establecerse “a priori” una relacion
inversa entre velocidad de transito digestivo y cantidad de medicamento absorbido cuando
este ha sido administrado por via oral o intrarruminal. Estos son solo algunos hechos que
determinan que un comportamiento farmacocinético observado tras una administracion
extravascular en una especie rumiante no pueda ser extrapolado a otra especie rumiante y
justifican el estudio comparativo de la farmacocinética de un farmaco en las especies en

estudio administrando el mismo por via i.v.

VII.1.2. Farmacocinética de los BZDs en bovinos

El estudio de la cinética de los BZDs en bovinos es amplio, pudiendo mencionar estudios
realizados sobre la cinética del febantel y metabolitos, 24 febendazole, oxfendazole, febantel,
albendazole y thiabendazole, 0 netobimin 65 y febendazole. 99 Igualmente se ha estudiado
la influencia de muchos factores sobre el comportamiento farmacocinético del albendazole
como por ejemplo el tipo de formulaciéon de la pro-droga (netobimin) administrada, ©V el
ayuno previo al tratamiento ©% y la dieta ingerida durante el mismo. 8 También se han
reportado estudios cinéticos comparativos entre albendazole, febendazole y oxfendazole, @2
febendazole y thiabendazole. 88 Sin embargo estos estudios solo se realizaron a partir de
administraciones extravasculares, y solo se ha reportado un estudio i.v. de albendazole 9% y

el comportamiento farmacocinético del ricobendazole administrado por via i.v. 20421)33)
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En la mayoria de los trabajos mencionados la ausencia de datos obtenidos tras una
administracién i.v. no solo que no permitié conocer la disponibilidad absoluta obtenida por
cada uno de los compuestos estudiados, sino que tampoco se pudo establecer la verdadera
velocidad de desaparicion del medicamento en el organismo, ni estimar el orden ni las
velocidades de los procesos de absorcién, ni inferir el origen de supuestas perdidas de
farmaco previas a su ingreso a circulacion sistémica. Inclusive en los casos en los que un
analisis de un perfil de concentraciones plasmaticas obtenidas tras una administracion i.v.
fue reportado, la informacién recabada no paso mas alla de la discriminacion del namero
minimo de compartimentos, el calculo del valor de la pendiente de la fase terminal y su
correspondiente semivida y el calculo del AUC para la estimacién de una biodisponibilidad
absoluta.

VII.1.3. Farmacocinética de BZDs en ovinos

Al igual que en bovinos, son numerosos los trabajos que se han publicado a cerca de la
farmacocinética de los agentes BZDs en la especie ovina, pudiendo citar el estudio del
comportamiento farmacocinético del albendazole, #4769 febendazole, "® oxfendazole, (77
mebendazole, (12} netobimin y metabolitos. 8 De la misma manera se ha estudiado la
influencia de varios factores sobre el comportamiento farmacocinético de estos agentes como
el efecto de la co-administracion de inhibidores enzimaticos, (96264 co-administraciéon de
un compuesto de la misma familia, 43445 edad de los animales tratados, 81 parasitosis (743%) y
el tipo de dieta ingerida durante el tratamiento. ¥®3) En un mismo sentido se ha reportado

un estudio cinético comparativo entre albendazole, febendazole y oxfendazole. 68}

Sin embargo al igual que en los ensayos realizados en bovinos todos estos estudios solo
se realizaron a partir de administraciones extra vasculares y solo se reportan; un estudio i.v.
de oxfendazole, (10 una administracion i.v. de [1*C]-ABZ #4 pero sin reportar los parametros
farmacocinéticos, solo diez afios mas tarde se reporta el comportamiento farmacocinético del
albendazole administrado pdf via i.v. y sus correspondientes parametros farmacocinéticos.
® Al igual que en el caso anterior, la escasa informacion obtenida a partir de los analisis de
los perfiles plasmaticos obtenidos tras la administracién i.v. de ciertos compuestos no fue
utilizada en toda su magnitud y se aportaron pocos elementos para la comprension del

comportamiento farmacocinético de las mencionadas moléculas.

VIL.1.4. Farmacocinética de los BZDs; comparacién entre especies rumiantes

No son muchos los trabajos de este tipo que podemos encontrar. Cabe mencionar un
estudio comparativo del febantel entre terneros y ovejas @5 oxfendazole entre cabras y
ovejas, (1997 oxfendazole entre cabras y ovejas antes y después de una infeccion parasitaria
(46) y la cinética del albendazole entre terneros y ovejas luego de la administraciéon de una
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capsula intrarruminal de lenta liberacién. 27 De la misma manera que en los casos
anteriores, el estudio comparativo del comportamiento farmacocinético de los mencionados
compuestos solo se llevo a cabo a partir de la informacion recabada de los perfiles de
concentracion plasmatica obtenidos tras la administracion extravascular de los mismos.
Solo en el caso de Bogan et al.,, (19 el oxfendazole fue administrado por via i.v. cabras y
ovejas, pero los perfiles resultantes en ambas especies solo se utilizaron para el caiculo de
las AUCs y de las semividas de la pendientes terminales de las curvas de disposicion

plasmatica.

Lo anteriormente expuesto pone de relieve que los resultados obtenidos en la mayoria de
los casos no solo son pobremente interpretados sino que las conclusiones a las que se
arriban no pueden ser adecuadamente explicadas en términos mecanicistas. La gran
variedad de factores que intervienen en un proceso biolégico tan complejo como la
disposicion de un medicamento en un organismo viviente solo puede ser adecuadamente
explicada a partir de la obtencién de parametros farmacocinéticos que si bien no son
parametros fisiologicos los mismos pueden ser correctamente interpretados desde el punto

de vista de los conocimientos de fisiologia.

Conociendo de esta manera la capacidad de un organismo para eliminar una sustancia
determinada y las velocidades que explican los procesos de distribucion, redistribucion y
eliminaciéon se pueden establecer las diferencias en el comportamiento de una molécula en
individuos en el que los mencionados procesos estan alterados en diferente grado. En un
mismo sentido, en ausencia de los parametros farmacocinéticos primarios la velocidad y
grado de absorcion de una molécula no pueden ser correctamente estimados al igual que
establecer el sitio en donde con probabilidad se producirian las pérdidas de un farmaco

antes de que este ingrese la circulacién sistémica.

En resumen considerando un modelo bicompartimental, el desconocimiento de los
valores de V., kio, k12 y k21 hace que resulte imposible desde el punto de vista mecanicista
interpretar y explicar las consecuencias de una parasitosis o una deshidratacion o una
insuficiencia hepatica sobre la cinética de cualquier molécula. Es por esa razén que
proponemos la realizacion de un estudio cinético comparativo de RBZ en las especies bovina
y ovina a partir del analisis de los perfiles de concentracidn plasmatica obtenidos tras su
administracién i.v.; su interpretacion nos permitirdA establecer o0 no diferencias en el
comportamiento del farmaco en las especies en estudio. |
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VI1.2. MATERIALES y METODOS

VII.2.1. Andlisis farmacocinético

Para la realizacion del presente estudio se utilizaron los valores promedios de los
parametros farmacocinéticos de RBZ y ABZSO2 obtenidos luego de la administracion i.v. de
RBZ en bovinos y ovinos como solucién experimental al 10% en DMSO a las dosis de 7.5y 5
mg.kg! respectivamente. A partir de estos parametros fue posible construir para bovinos y
ovinos las curvas de las cantidades de RBZ presentes en los compartimentos central y
periférico en funcién del tiempo y la curva de eliminacién acumulativa del farmaco. Las
curvas fueron construidas con el programa Scientist™, Micromath, Software, Salt Lake,
City. UT., utilizando un modelo bicompartimental con administracion i.v. A los efectos de
permitir la comparacion visual, las curvas fueron realizadas considerando una dosis de RBZ
de 10 mg.kg!. El conjunto de ecuaciones diferenciales que explica la variacion de las
cantidades del RBZ en los compartimentos central y periférico y su eliminacién acumulativa

en funcién del tiempo son las siguientes:

dX

dX ,

—< ==k X, -k X .
ar 12Xy —K X5 Eq.2
d‘rel

—= =k X

df 1011 Eq.3

donde dX./dt es la derivada de la cantidad de medicamento eliminada en funcién del
tiempo. Para el calculo del ER total débito cardiaco fue calculado en base a una

aproximacion alométrica mediante la aplicaciéon de la siguiente ecuacion:

Y=aP® Eq.4

En donde Y es el valor del parametro fisioldgico en este caso el debito cardiaco, a es el
coeficiente alométrico, P es el peso expresado en kg. y b es el exponente. Reemplazando

términos y dividiendo el resultado por el peso del animal. El débito cardiaco (Q) esta
expresado en mL.min-! . kg-!

0=(187Po8")p Bq.5

donde 187 es el coeficiente y 0.81 es el exponente. (49)
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Para el estudio del RBZ i.v., el valor de Q fue calculado para bovinos con un peso
promedio de 160 kg. y para ovinos con un peso de 45 kg. El coeficiente de extraccién (ER)

fue calculado usando la siguiente relacion:

Er=B Eq.6

La fraccién de medicamento presente en el compartimento central al momento del estado

de equilibrio estacionario fue calculada por medio de la siguiente ecuacion:

_ k)
( P} +k21)

Je Eq.7

La fraccion de medicamento presente en el compartimento periférico al momento del

estado de equilibrio estacionario fue calculada por medio de la siguiente ecuacion:
f p - 1- f c Eq.8

La fraccion de medicamento presente en €l compartimento central al momento del estado

de pseudoequilibrio estacionario fue calculada por medio de la siguiente ecuacion:

. ko — /1'2
fc = 21 Eq.g
(kl2 +kyp - ’7-2)

La fraccion de medicamento presente en el compartimento periférico al momento del

estado de pseudoequilibrio estacionario fue calculada por medio de la siguiente ecuacién:
fo =1- 1, Eq.10

La relaciéon entre las AUCs de ABZS02 y RBZ (SO2/RBZ), en el caso de la administracién
i.v. de RBZ fue calculada por medio de la siguiente relacion:

AUC,_, ABZSO2

SO2/RBZ =
AUC,_. RBZ

Eq.11

Todos los simbolos fueron explicados anteriormente.
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VII.2.2. Andlisis estadistico
Los parametros farmacocinéticos de RBZ estimados para bovinos y ovinos fueron
comparados entre si mediante el test de t de Student. Un valor de p < 0.05 fue considerado

significativo.

VII.3. RESULTADOS.

Los parametros farmacocinéticos de RBZ estimados a partir de los datos de
concentracion plasméatica obtenidos tras la administracion i.v. de una solucién experimental
de RBZ al 10% en DMSO en bovinos y ovinos a las dosis de 7.5 rhg.kg-l y 5 mg.kg!
respectivamente se presentan en la tabla VII.1. De los parametros farmacocinéticos de RBZ

reportados en ambas especies no se encontraron diferencias entre los valores de A;, A2, t 152
A2, Ko, k12 ¥ k21.

Los graficos de las cantidades de RBZ en los compartimentos central y periférico y su
curva de cantidad eliminada acumulativa en funcién del tiempo tras su administraciéon i.v. a
bovinos y ovinos se presentan en la figura VII.1. Con respecto a los parametros reportados
en la tabla VIL2. podemos decir que con excepcion del valor del Clg no se encontraron
diferencias entre los valores comparados de ambas especies. El tiempo en el que se elimino

el 95% de la dosis de RBZ fue de 17.16 y 20.16 horas en bovinos y ovinos respectivamente.

Los parametros farmacocinéticos de ABZSO2 estimados a partir de los datos de
concentracion plasmatica obtenidos tras la administracién i.v. de una solucién experimental
de RBZ al 10% en DMSO en bovinos y ovinos a las dosis de 7.5 mg.kg' y 5 mg.kg! se
presentan en la tabla VII.3. No se encontraron diferencias con respecto a los valores de tnax
y de SO2/RBZ.

VIL.4. DISCUSION

VI1.4.1. Modelo bicompartimental

La administracién iv. del RBZ en bovinos y ovinos dio lugar a una curva de
concentraciones plasmaticas que pudo ser descripta convenientemente por una ecuacién
biexponencial, en donde los términos pudieron ser asociados a la existencia un proceso de

distribucién aparente y de un proceso eliminacién aparente. El proceso de distribucién esta
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Tebla VII.1. Comparacion de los parametros farmacocinéticos que describen la disposicion
plasmatica de RBZ después de su administracién en terneros y ovejas por via i.v. como
solucion experimental al 10% en DMSO a las dosis de 7.5 mgkgl y 5 mgkg!
respectivamente. Un modelo de dos compartimentos abierto fue ajustado a los datos
experimentales. Los valores estan expresados como promedio + desvio estandar.

Anélisis simulténeo
Terneros Ovejas

Parémetros Promedio + DE Promedio + DE
Cp 0 (pg/ml) 36.1 + 123 131* + 1.06
A1 (pg/ml) 259 + 10.8 921" + 1.62
A1 (min1) 0.35 + 0.081 049 + 0.20
tiz A1 (min) 21 + 0.60 15 + 044
Az (ug/mL) 104 + 197 3.92* + 0.61
A2 (min) 0.0029 + 0.0004 0.0023 + 0.0004
ti2 A2 (min) 247 + 35 311 + 64
k1o (min-1) 0.0097 + 0.0024 0.0075 + 0.0003
k12 (min-1) 0.2421 + 0.0706 03298 + 0.1025
k21 (min-1) 0.1038 + 0.0166 0.1586 + 0.101
Ve (mLkg) 224 + 64 383" + 33
Vss (mL/kg) 718 + 146 1269* + 202
Varea (ML/kQ) 733 + 146 1292 + 202
Cl (mL.kg'.min!) 208 + 042 2.88* + 0.13
AUC 0-clast (ug.min/mL) 3681 + 782 1748* + 40
AUC o (pg.min/mL) 3719 + 791 1775* + 38
AUC/Dosis 051 + 0.105 0.35* + 0.008

Goioy s la concentracion plasmatica estimada a tiempo cero; A1 y A2 son los coeficientes de las fases de
disposicion rapida y lenta; 4; y 42 son los exponentes de las fases de disposicion rapida y lenta; t1;2 4x
y ti/2 A2 son las semividas de las fases de disposiciéon rapida y lenta; kio es la constante de eliminacion
de primer orden desde el compartimento central; kiz es la constante de transferencia de primer orden
desde el compartimento central al periférico; k21 es la constante de transferencia de primer orden
desde el compartimento periférico al central; V. es el volumen del compartimento central, V.s es el
volummen de distribuciéon al estado de equilibrio; Varea es el volumen de area; Clg es el clearance
corporal calculado por el método compartimental; AUC o-clast €s el area bajo la curva de concentracion
plasmatica desde tiempo cero hasta el tiempo de la ultima concentracion medida calculada por el
método trapezoidal; AUC o., es el area bajo la curva de concentracién plasmatica en vs tiempo
extrapolada al infinito calculada por el método trapezoidal; AUC/Dosis es el area bajo la curva
normalizada por la dosis; (*) es un valor estadisticamente diferente a los demas: p < 0.05.
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RBZi.v. en bovinos
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Figura VII.1. Simulacién de los perfiles de las cantidades de RBZ en funcién del tiempo en
los compartimentos central y periférico y curva de cantidad eliminada acumulativa tras su
administraciéon i.v. como solucion experimental al 10% en DMSO en bovinos y ovinos a una
dosis de 10 mg.kg'!. El estudio fue realizado con el programa Scientist™, MicroMath
Software, SALT Lake City, UT, considerando los parametros farmacocinéticos de RBZ
calculados en los experimentos realizados en el desarrollo de esta tesis (Capitulos IV y VI).
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'l‘nb!n VI1.2. Estudio comparativo del comportamiento farmacocinético del RBZ en bovinos
y ovinos después de su administracion via i.v. como solucién experimental al 10% en DMSO

a la dosis de 7.5 mg.kg' y 5 mg.kg! respectivamente. Los parametros estan expresados en
sus valores promedio t desvio estandar.

RBZi.v.
Bovinos Ovinos
-dosis: 7.5 mg.kg ! -dosis: 5 mg.kg!
Parametros Promedio + DE Promedio + DE
£ 0.31+ 0.057 0.31+ 0.071
fy 0.69+ 0.057 0.69+ 0.071
o 0.30 + 0.057 0.31+ 0.071
fo* 0.70+ 0.057 0.69 + 0.071
Ch (mlLkg-".min-") 208+ 0.42 288 + 0.13
Q (mL.kg-".min-) 71 90
ER 0.029 =+ 0.006 0.032 + 0.002
Qn (mL kg ".min"") 21 27
“ERy 0.097 + 0.02 011+ 0.05
Foax (%) 90 + 0.02 89 + 0.05
ta 95% (h) 17.16 20.16

fe ¥ fp sen las fracciones de medicamento presentes en los compartimentos central y periférico al
estado de equilibrio estacionario; fo* y fip* son las fracciones de medicamento presentes en los
compartimentos central y periférico al estado de pseudoequilibrio estacionario; Cls es el clearance
corporal calculado por el método trapezoidal; Q es el débito cardiaco; ER es el coeficiente de
extraccion; Qu es el flujo arterial hepatico; ERy es el coeficiente de extraccion hepéatico considerando
hipotéticamente al higado como unico responsable del Clp; Fnax es la biodisponibilidad maxima
esperada considerando al higado como tnico responsable del Clg; t.1 95% es al tiempo en el que se ha
producido la eliminacion del 95% de la dosis administrada.
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Tabla VI1.3. Comparacion de los parametros farmacocinéticos de ABZS0O2 cailculados a
partir de las concentraciones plasmaticas obtenidas luego de la administracion de RBZ en
terneros y ovejas por via i.v. como solucién experimental al 10% en DMSO a la dosis de 7.5

mg.kg! y 5 mg.kg! respectivamente. Los valores estin expresados como promedio + desvio
estandar,

Terneros Ovejas
Parémetros Promedio + DE Promedio + DE
AUC 0.clast (g.min/mL) 1191 + 259 518* + 32
AUC 0. (ug.min/mL) 1220 + 254 546* + 43
Crax (g/mL) 115 + 0.28 . 0.60* + 9.03
tmax (Min) 420 + 38 384 + 54
SO2/RBZ 0.33 + 0.02 0.31 + 0.03

AUC o-clas: s el area bajo la curva de concentracion plasmatica desde tiempo cero hasta el tiempo de la
ultima concentracion medida calculada por el método trapezoidal; AUC o-. es el area bajo la curva de
concentraciéon plasmatica en vs. tiempo extrapolada al infinito calculada por el método trapezoidal;
Cmax €s la concentracion plasmatica maxima estimada; tmax €s el tiempo al que se alcanza la maxima
concentracion plasmatica; ABZS0O2/RBZ es la relacion entre las AUCs de SO2 y RBZ.; (*) es un valor
estadisticamente diferente a los demas: p < 0.05.
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explicado por la capacidad de la molécula de RBZ de difundir a través de las membranas
biologicas fuera del compartimiento central. Considerando gue el RBZ es una base débil con
un pK, de 7.8, una fraccién de la cantidad circulante en plasma se encontraria en estado no

ionico lo que favoreceria su difusion a través de las membranas biologicas.

En este sentido es importante tener en cuenta el rol del importante volumen de liquidos
contenidos en aparato digestivo de los rumiantes en el proceso de distribuciéon de este tipo
de farmacos. Un dato importante al respecto lo constituye la presencia de ABZ en el
contenido del tubo digestivo de bovinos y ovinos luego de la administracion de ABZ por via
i.v. ®O5 En vista de lo expuesto es que se discrimind un modelo de dos compartimentos

para explicar el comportamiento farmacocinético de esta molécula en ambas especies.

VI1.4.2. Parametros farmacocinéticos primarios

Por definicién la farmacocinética tiene por objeto la estimacion de la velocidad a la que se
producen los fendémenos de eliminacion, distribucion y redistribuciéon de un farmaco luego
de haber ingresado al organismo. De manera que la evaluacion de las constantes de
velocidad que rigen estos procesos debe ser €l objeto de un analisis profundo y minucioso
porque a partir de los mismos seran calculados el resto de los parametros farmacocinéticos.
Tal como se presentan en la tabla VII.1, con excepcion del V., al cual nos referiremos
posteriormente, los valores de ki, ki2 ¥ k21 del RBZ no presentaron diferencias entre
bovinos y ovinos. De lo antedicho se explica la similitud de los valores de A; y su

correspondiente semivida, teniendo en cuenta la naturaleza hibrida de este parametro. 38

Una evaluacion de los valores de los mencionados parametros pone de relieve que la
cinética del RBZ se caracteriza por una velocidad de eliminacién menor (kio) que la de los
procesos de distribuciéon (ki;) y redistribucion (kz:). En este caso tal como fuera reportado
por Abramsom, (I siendo kio la velocidad limitante del proceso de eliminacion las

variaciones de kjo seran seguidas por una variacion proporcional de los valores de A.

VI1.4.3. Distribucién

La diferencia encontrada en los valores de los volimenes de distribucion Vi, Vss ¥ Varea
radica en la talla de la especie y en la relacion existente entre €l peso y el volumen de agua
corporal. Es por ello que estos diferentes valores no deben ser comparados en términos
absolutos. Es conveniente aqui recordar que el volumen de distribucion no constituye otra
cosa que un factor de proporcionalidad que permite calcular la cantidad de medicamento
presente en el organismo a un tiempo determinado con respecto a la concentracion

plasmatica medida a ese mismo tiempo.
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Si recordamos los procedimientos de célculo de los V3 tenemos que:

Ve = D Eq.12
© Cp '
.. =v, [1+512
ss = ’c +k Eq.13
21
V. k
An

En este sentido, el unico volumen que puede ser estimado a partir de los datos
experimentales es el V;, mientras que Visy Varea SOn volimenes que se estiman a partir de
los parametros farmacocinéticos primarios (Vc, kio, ki2, kz1). De lo anteriormente explicado
se deduce que la comparacion de sus valores en forma directa no aporta informacion acerca
de la capacidad de difusiéon de una molécula fuera del espacio vascular, pues dos animales
de una misma especie, pero de distinta talla pueden presentar valores de Visy Varea distintos
mientras que la molécula puede presentar idénticas propiedades para difundir fuera del

espacio vascular.

En nuestro caso, el V. presenté en bovinos un valor de 224 + 64 mL/kg., mientras que
para ovinos este valor fue de 383 + 33 mL/kg., siendo este ultimo mayor que el primero
desde €l punto de vista estadistico. Sin embargo esta diferencia es aparente puesto que por
tratarse de bovinos con un peso promedio de 160 kg. el volumen total seria de 39 L,
mientras que en ovinos con un peso pfomedio de 50 kg. este volumen seria de 16 L.
Encontramos que nuevamente se presenta una diferencia entre las especies pero esta vez en
sentido inverso. Esta diferencia aparente desaparece si se estima la fraccion de
medicamento presente en el compartimento central en el momento del estado de equilibrio
estacionario (fc). En este caso notaremos que ese valor es de 0.31 + 0.057 en bovinos y de
0.31 £ 0.031 en ovejas, es decir que en ambas especies al momento de alcanzarse el estado
de equilibrio estacionario un 69% del medicamento se encuentra fuera del compartimiento

central.

Lo expuesto indica que pesar de las diferencias halladas entre los valores de los
volimenes de distribucion estimados, la capacidad de difusion del RBZ hacia el
compartimiento periférico no difiere entre bovinos y ovinos. Con este ejemplo se pone en
relieve que la capacidad de difusion de una molécula no debe ser evaluada a partir de la
informaciéon reportada por los valores absolutos de los volimenes de distribucion y en
consecuencia estos valores tampoco son Utiles para establecer diferencias entre especies.
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En la tabla VII.1. puede observarse la similitud entre los valores de Vie ¥ Varea que
constituye una caracteristica particular del comportamiento farmacocinético del RBZ. La
explicacion a este fenémeno reside en que el valor de f* es dependiente del valor de A; (ver
Eq.9), y considerando que k). y k21 presentan valores similares y que kio << ki2; k21, de esta
manera ko constituye la 6onstante de velocidad limitante que va a influir en forma directa
sobre el valor de A2, y por lo tanto podemos establecer que cuando el valor de ko — O

entonces el valor de 42 — 0 y por consiguiente f. - fo*— O.

En nuestro caso donde el RBZ en ambas especies presenta un pequefo valor de A, es
posible observar que en el momento del estado de equilibrio estacionario los valores de f:
practicamente no difieren de los valores de fi* calculados en el momento de alcanzarse el
estado de pseudoequilibrio estacionario. Esto da lugar a que la relacion entre cantidad de
medicamento presente en el organismo a partir de una concentracion plasmatica medida
durante la fase 4, pueda ser estimada a partir de un factor de proporcionalidad o Va (Varea)

cuyo valor es similar al V.

En la grafica VII.1. puede observarse el resultado de un estudio de simulacion en el que
se utilizaron los parametros i.v.' del RBZ que fueron obtenidos en los experimentos previos y
que se encuentran reportados en la tabla VII.1. Puede apreciarse que tanto en bovinos
como en ovinos los perfiles de la variacion de las cantidades de RBZ presentes en los
compartimentos central y periférico no presentan diferencias manifiestas, lo que es
coherente con la similitud de los valores de kio, ki2 ¥ k21 hallados en ambas especies. Esto
demuestra que el comportamiento farmacocinético de una molécula debe ser evaluada en

forma independiente de los valores absolutos de los volimenes de distribucion.

VI1.4.3.1 Distribucién gastrointestinal; su relaciéon con el pKa

El RBZ es una base débil que presenta un pKa, de 7.8, por lo que la relacion entre su
forma i6nica y su forma no iénica depende del pH del medio en el que se encuentra.
Considerando .que luego de su administracion iv. toda la dosis se encuentra en el
compartimento central en disolucién y que el pH del plasma tiene un valor promedio de 7.4,
(102) 1a fraccién no ionizada del RBZ en plasma puede ser calculada por medio de la siguiente

ecuacion:
100 E
a » = ‘ N ) — - » l 5
Fnon -10111C 1 l + l 0 pH_pK.

donde Foon-ionic €S la fraccion no ionizada del RBZ y pH corresponde al valor del pH
plasmatico.
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Esta ecuacién nos permite estimar que en un instante determinado solo un 28.5% del
RBZ circulante se encontraria en estado no iénico y por lo tanto en condiciones de difundir
a través de las membranas biolégicas. Sin embargo la liposolubilidad no solo esta
determinada por el estado no iénico sino también por el coeficiente de particion entre la
matriz lipidica de las membranas biologicas y el medio acuoso que las rodea. Pero en vista
que desconocemos cual es el coeficiente de particion que gobierna la velocidad de difusiéon
del RBZ, podemos aceptar en forma general que es la fraccion no ionizada la que esta en
condiciones de difundir fuera del espacio vascular.

Tal como se menciond anteriormente, ¢l enorme volumen del tubo digestivo de los
rumiantes seria un importante factor que determinaria la distribucién del RBZ, donde la
diferencia de pH entre los distintos segmentos del tubo digestivo con respecto al plasma da
lugar a diferentes gradientes de pH que determinarian la magnitud de las concentraciones

totales del farmaco tanto en plasma como en los distintos segmentos del tubo digestivo.

Aceptamos que el pasaje desde un compartimento a otro se produciria por un mecanismo
de difusiéon pasiva, por lo que la velocidad de difusién estaria determinada por €l gradiente
de concentracion de la forma no ionizada del RBZ en el espacio extravascular y en el caso de
producirse un estado de equilibrio, las concentraciones de la forma no ionizada serian
iguales tanto en plasma como en la luz del tubo digestivo. Sin embargo las concentraciones
de la forma ionizada dependeran exclusivamente del pK, del farmaco y del pH de las
regiones separadas por las membranas biolégicas. El coeficiente entre las concentraciones
en plasma y en los distintos segmentos del tubo digestivo en estado de equilibrio teérico
puede calcularse para una base débil con la siguiente ecuacion:

_ 1+10PKs"PHx

Ry, Eq.16

¥ 14 10PKa-PHY

donde Ryx/y es la relacion entre la concentracion plasmatica y la concentracion en el tubo
digestivo, pHx cbrrespondc a los valores de pH plasmaticos y pHy corresponde al pH de los

distintos segmentos del tubo digestivo.

En la tabla VII.4. se presenta un estudio de simulacién en el que en base a datos
publicados de los valores de pH medidos en los fluidos de distintos segmentos del tubo
digestivo de un rumiante es posible estimar en un estado de equilibrio tedrico la relaciéon
entre las concentraciones totales de RBZ en plasma y el interior de los distintos segmentos
considerados. Considerando un estado de equilibrio teérico y teniendo en cuenta que el RBZ
accede al tubo digestivo via circulacion sanguinea se presentan los porcentajes de RBZ en
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plasma y en la luz del tubo digestivo con respecto a la cantidad de farmaco que se

encuentra en al mencionado segmento en un momento determinado.

Este estudio -por cierto muy esquematico y simplista- nos permite predecir que siendo en

todos los casos el valor del pH del interior de los segmentos del tubo digestivo menores al
pH plasmatico y siendo el pK, del RBZ de 7.8, el tubo digestivo en general tiende a

comportarse como una gran trampa ioénica en donde el farmaco tiende a presentar mayores

concentraciones con respecto a plasma existiendo en el caso del abomaso un verdadero flujo

neto de moléculas desde plasma hacia el lumen del mismo.

Tabla VII.4. Particion del RBZ (pKa. 7.8) entre plasma y distintos segmentos del tubo
digestivo de un rumiante a un instante determinado considerando un estado de equilibrio

teorico.

Particion del RBZ entre plasma (x) y el tubo digestivo (y);

efecto del pH y del pK.

Compartimentos pH R xwy %
Plasma (x) 7.4% 3.5 % X 11.85-20.54
Rumen (y) 64*-67"  26.1-136 %y  88.15-79.46
Plasma (x) 7.48 35 % X 0

Abomaso (y) 1.5"-28" 1995263-100001 %y 100
Plasma (x) 7.4% 35 % x 20.54

Duodeno (y) 6.7 136 %y 79.46
Plasma (x) 7.48 35 % X 36.88
Yeyuno () 7.4° 6.0 % y 63.12
Plasma (x) 7.4% 35 % X 50.00 - 57.60
“Heum (y) 74" -76" 35-26 %y  50.00-4240

promedio % x 23.85-27.11
promedio % y 76.15-72.89

Ry/y es la relacién entre la cantidad total de moléculas de RBZ en plasma (x) y el segmento del tubo
digestivo considerado (1); %y €s el porcentaje del total de moléculas de RBZ presentes en plasma (x) y
el segmento del tubo digestivo considerado (). Los valores corresponden a un instante determinado en
un estado de equilibrio tedrico. *63) %102) *®5)
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Estos resultados explicarian el hecho del por que luego de un tratamiento oral con
netobimin, el RBZ fuera detectado en plasma solo por 30-36 hs, mientras que en los
diferentes compartimentos gastrointestinales pudo ser detectado hasta 72 hs
postratamiento. 63 Otro dato curioso y coincidente lo constituyen los valores obtenidos a
partir del promedio de todos los porcentajes de RBZ presentes en plasma y en el tubo
digestivo tal como se presentan en la tabla VII.3. Alli se puede apreciar que en condiciones
de equilibrio tedrico y a un instante determinado la fraccion de RBZ en plasma tendria un
valor de 0.24 (23.85%) - 0.27 {27.11%) mientras que en la totalidad del tubo digestivo la
fraccién tendria un valor de 0.76 (76.15%) - 0.73 (72.89%). Los mencionados valores
presentan similitud con los valores de f:(0.31) y f; (0.69) reportados en la tabla VII.2.

Estos resultados de ninguna manera deben ser interpretados en forma absoluta, ya que
se trata de valores obtenidos tras la simulacion de un estado de equilibrio tedrico en el que
no se considera la difusion a otros tejidos ni el coeficiente de particion lipido/agua del RBZ.
Sin embargo aportan suficiente informacion para considerar que el tubo digestivo de los

rumiantes €s uno de los principales factores que determinan la distribucion del RBZ.

Un aspecto relacionado con lo anterior es la discriminacion de un modelo
bicompartimental para explicar la disposicion del RBZ, en donde se necesita al menos un
compartimento periférico para explicar el proceso de distribucion y considerando al tubo
digestivo como el principal componente del compartimiento periférico, los valores de k12 y
k2; estimados por el modelo se corresponderian con las velocidades de difusioén y reingreso
del RBZ entre el plasma y lumen del tubo digestivo. Estos procesos serian casi instantaneos
a comparacion de la lenta eliminacion determinada por el pequeno valor de ko, lo que
permitiria que la fraccion del RBZ eliminada desde el compartimento central sea
rapidamente repuesta desde el tubo digestivo gracias al gradiente de concentraciéon de la
forma no ionizada. De esa manera se mantendria casi invariable la fraccién de la cantidad

de RBZ presente en el compartimento central durante la fase de eliminacion, es decir f. = fc*.

VII.4.4. Clearance corporal
El clearance o aclaramiento se define como una constante de proporcionalidad entre una
velocidad de transferencia o eliminacion y una concentracion de referencia, 10 que se

expresa por la siguiente ecuacion:

-1

S

— T Eq.17

T
Cl:-Ez )

S
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donde T es la velocidad de transferencia o eliminaciéon que tiene la dimensién de masa por
unidad de tiempo MT'! y C es la concentracién de referencia, que tiene la dimensién de
masa por unidad de volumen MV, Por definicién entonces el Cls tiene una dimension de
flujo, es decir de un volumen depurado por unidad de tiempo VT'!. Esta ecuacién no debe
confundirse con las ecuaciones correspondientes a los modelos de clearance ni con aquellas
ecuaciones de trabajo utilizadas para calcular el mismo como por ejemplo Dosis /AUC.

In vivo, el Cls puede ser modelizado es decir expresado en términos matematicos con una
significacion bioloégica y que expresan la capacidad de un organismo para eliminar un
farmaco. En este sentido, asumiendo que el medicamento es eliminado desde
compartimento central entonces el Cls puede ser modelizado en su expresion mas sencilla

de la siguiente manera:

CIB = Ve klo Eq18

donde kio es la constante de eliminacidén de primer orden aparente desde el compartimento
central. Este modelo expresa que una fracciéon constante del volumen del compartimento
central es depurado por unidad de tiempo. En el caso de bovinos y ovinos el valor del Cli es
significativamente mayor en ovinos (2.88 + 0.13 mL.kg-!.min"!) que en bovinos (2.08 + 0.42
mL.kg1.min-!). Sin embargo este volumen no constituye de por si un elemento de juicio para
evaluar objetivamente la capacidad de un organismo para eliminar una molécula. Como
puede deducirse de la ecuaciéon anterior, ¢l valor del Clp depende tanto de V. y de ko, por lo
que como en este caso, en individuos con ¢l mismo valor de kjo pero con distintos valores de
Ve, el valor del Cls seria diferente. Sin embargo aunque kio es la constante de velocidad de
eliminacién tampoco esta por si misma puede proporcionarnos una medida de la capacidad

de las especies para eliminar el RBZ.

Considerando que la eliminacién de un medicamento se lleva a cabo en érganos a los
cuales este llega via circulacion sanguinea, la velocidad de eliminacién del analito {es decir
masa por unidad de tiempo) estaria expresada por la diferencia entre la cantidad de farmaco
que ingresa a los érganos depuradores via sangre arterial y la cantidad que egresa de los
mismos via sangre venosa. En ese caso la capacidad maxima de depuracién de un
organismo estaria dada por el volumen de sangre arterial impulsado por el corazon por
unidad de tiempo o gasto cardiaco (Q), por lo que el verdadero elemento de juicio para
evaluar la capacidad de eliminacién de un organismo es el coeficiente de extraccion o ER
que se calcula como la razon cﬁtre el Clh y el Q. Este ER nos proporciona una medida global
de la capacidad depuradora de un organismo que es la fraccién del Q que es depurada por
unidad de tiempo y el mismo es independiente del volumen.
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Teniendo en cuenta que el valor maximo del ER es la unidad, han propuesto en forma
arbitraria valores criticos de ER para evaluar su magnitud siendo estos valores de 0.7 y 0.3
y la interpretacidn se realiza considerando que los valores comprendidos entre estas dos
cifras pueden ser considerados como valores medios, un valor por encima de 0.7
corresponderia a un elevado coeficiente de extraccién, mientras que valores por debajo de
0.3 se considerarian medicamentos con bajo coeficiente de extraccién. En nuestro caso, mas
alla de las diferencias estadisticas encontradas a partir de la comparacién de los valores de
Cls, se hallaron valores similares de ER tanto bovinos (0.029) como ovinos (0.032),
indicando que por unidad de tiempo solo el 3% del gasto cardiaco es depurado, lo que en si
representa un bajo valor. La lenta eliminacién puede ser apreciada en la grafica VII.1. en
donde se representan las curvas de eliminacion acumulativas para el RBZ tras su
administracion i.v. en bovinos y ovinos. Lo anterior se pone de manifiesto por el tiempo
necesario para eliminar el 95% de la dosis administrada, el que en ambas especies ronda en

el orden de las 17 a las 20 horas posadministracion (Tabla VIIL.3.).

VIl.4.4.1. Participaciéon del intestino en el Clg

Teniendo en cuenta que el Cls es el volumen del compartimento central depurado por
unidad de tiempo, lo que definido como V..kjo y que es una fraccion constante del mismo,
este valor es el resultante de todos los procesos de eliminacion producidos en otros organos
entre los que podemos nombrar por orden de importancia el higado y rindén. En el caso de
los BZDs estos pueden reingresar hacia la luz del tubo digestivo es necesario considerar el
aporte de los enterocitos al Clg, y si consideramos que ER es la fraccion de Q que es

depurada por unidad de tiempo cuyo calculo se realiza de la siguiente manera:

ER:gli Eq.19

0

y siendo los Cl parciales aditivos:

donde Cli, Ck, Ch vy Clwos SOn los valores de clearance hepatico, renal, intestinal y el
producido en otros érganos. Considerando la aditividad del Cl ¢l ER puede expresarse como:

ER = Cly +Clg +Cl; +Cl 1os Eq.21
0
separando términos tenemos que:
croCli Cla  Cli Cloges Fq.22

e Q0 ¢ ¢
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lo que nos permite calcular la fraccion de Q depurada por cada érgano, entonces el ER
puede ser expresado como:

ER= fu + fr + Jy + fotron Eq.23

Donde fu, fr, fi ¥ fowros SOn las fracciones de Q que son depuradas en higado, rifion,

intestinos y otros 6rganos, y por lo tanto:

ER=)f, Eq.24

i=]

donde ER es la fraccion depurada de Q por unidad de tiempo y fu son las pequeiias
fracciones de Q eliminadas por unidad de tiempo a partir de cada 6rgano depurador
considerado. Una consideracion que debemos hacer con respecto de fi, es que los BZDs que
arriban a la pared intestinal via arteria mesentérica pueden ser sometidos a procesos de
biotransformacion de fase 1 y II en los enterocitos. La potencial perdida de medicamento
desde este sitio contribuiria a la depuraciéon del medicamento desde el organismo y por lo
tanto puede ser considerado un potencial componente del valor del Clg. De manera que si
consideramos el Cl, un modelo fisiolégico del mismo seria como el representado en la figura
VIL.2.

Figura VII.2. Representacion esquematica de un modelo fisiologico del clearance intestinal.

Qa Ca G
pared

intestinal

eliminacion
Qa ca - Q\' Cv

donde C, es la concentracion arterial, C, es la concentracion venosa, Q. es el flujo de sangre

arterial y Qy es el flujo sangre venosa.

La cantidad de RBZ eliminado en su pasaje por la pared intestinal (Xey) esta expresada

por la siguiente ecuacion:

aca B Qva
Xeii) =CaCa ¢ 0.C. EqQ.25
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en donde Xuyn es la cantidad de BZDs eliminada desde la pared intestinal y tiene la
dimension de MT'1.

Debe considerarse que los BZDs a su vez pueden difundir hacia la luz del tubo digestivo,
y aunque este ltimo proceso es reversible, se establecen diferencias entre las cantidades de
ingreso al mismo y su retorno a la circulaciéon esplacnica debido a pérdidas ocasionadas
tanto por biodegradacién a causa de la flora digestiva y de eliminacién a través de la
excreta. Esto ultimo es importante considerarlo por la capacidad de los BZDs de fijarse al
material fibroso de la dieta. 4® Lo antedicho permite descomponer el valor de Xgy de la

siguiente manera:

Xei) = Xeip) + Xeiy Eq.25

donde Xap y Xemy son las cantidades de RBZ eliminadas por unidad de tiempo por
biotransformacion en la pared intestinal y por difusion sin retorno al tubo digestivo, y

considerando que:

Xeyt) = X elfm) + X elge) Eq.26

donde Xom y Xee) son las cantidades de RBZ eliminadas por unidad de tiempo desde el
interior del lumen digestivo por metabolismo y por excreta, por lo que Ve queda expresada

por la siguiente ecuacién:

Xei) = Xelp) + (X elfm) + X el(e]) Eq.27

entonces considerando que Q. G, es igual a la cantidad ingresada a la pared intestinal (Xin)
entonces tenemos que:
X el

ER, = X Eq.28
entonces deducimos que:
f, = Q‘; el /Q Eq.29
y por consiguiente el ER es definido como:
Qn el(n) 30
0= an Eq.
1-1 m(") il

que es una expresion idéntica a la Eq.24, donde se pone en evidencia que la cantidad de
RBZ eliminada desde el lumen digestivo solo representa una fracciéon de fj, la que a su vez
representa otra fraccién del ER global.
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Entonces se deduce que cualquiera que sea el valor con el que f; contribuya al ER global
de lo expuesto podemos inferir a partir de las ecuaciones de balance de masa que luego de
su administracion intravenosa, las perdidas de RBZ desde el lumen del tubo digestivo

representan una pequefia fraccion de la capacidad depuradora del RBZ en el organismo de
los bovinos y ovinos.

VII.4.5. Cinética del RBZ evaluada a partir de los perflles de ABZSO2

El ABZSO2 es el primer metabolito inactivo del RBZ del que difiere estructuralmente en
un atomo de oxigeno. Esta emparentada estructura quimica le confiere propiedades que
permiten extraerlo de la matriz plasmatica con la misma metodologia con la que se realiza la
extraccion del RBZ. 3% De la misma manera puede ser detectado y cuantificado usando las
mismas técnicas cromatograficas. 7 Aunque la farmacocinética del ABZSQO2 tras su
administracion i.v. no fue realizada en los presentes estudios, su perfil plasmatico obtenido
tras la administracion i.v. de la molécula madre el RBZ nos aportan datos que corroboran

los resultados presentados en los parrafos anteriores.

En la tabla VII.4. puede observarse que tanto en los valores de AUCs y Caax, pueden
establecerse diferencias significativas a favor de la especie bovina. Pero ya vimos que el AUC
depende del valor del Cls y la dosis. (Eq. I11.20.) En este caso la Dosis se corresponderia con
la cantidad de ABZSO2 formada, y el caso del Cl (V..kio) podriamos hipotetizar una
capacidad similar del organismote ambas especies por eliminar el metabolito, por lo que
propondriamos en primera instancia que si existen diferencias en el valor del Clg para el

ABZS02, estas serian a consecuencia de diferencias en el valor del V..

Sin embargo con respecto al tmax puede observarse que no se encuentran diferencias lo
que nos permite inferir que la velocidad con la que el ABZSO2 se forma no difiere entre las

especies para ¢l RBZ.

Otro elemento importante lo constituye la relacién entre las AUCs de ABZSO2 y RBZ. Es
probable que dada la similitud de la cinética del RBZ en las especies bovinas y ovinas,
podamos asumir que la capacidad de difusién extravascular del ABZSO2 no difiere
significativamente en las dos especies, y entonces los valores similares de ABZSO2/RBZ nos
permitirian inferir que la cantidad de metabolito formado a partir de la dosis de RBZ
administrada aparentemente es la misma en ambas especies, con lo que se estaria
corroborando la similitud del comportamiento cinético del RBZ en las dos especies en

estudio.



187

VII.S. Conclusién
Podemos definir el comportamiento farmacocinético del RBZ en bovinos y ovinos como el
de un farmaco con un bajo coeficiente de extraccion, hecho que esta determinado por la

baja capacidad de depuracion del mismo por parte del organismo de las mencionadas
especies.

Por otra parte es importante remarcar que desde el punto de vista farmacocinético no

hemos detectado diferencias atribuibles a la especie en lo que respecta a bovino y ovinos.

En vista de lo expuesto y asumiendo que no existen diferencias en los procesos de
distribucion, redistribucion y eliminacion del mencionado farmaco, la variacion de los
perfiles plasmaticos obtenidos tras la administracion del- mismo por vias diferentes a la
intravenosa se deben solamente a modificaciones tanto de la fraccion biodisponible como en

el orden y la velocidad de los procesos de absorcion.



CAPITULO VIII

Algunas consideraciones acerca de la
biodisponibilidad del ricobendazole

en las especies bovina y ovina
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VIIL. 1. INTRODUCCION

La disponibilidad biolégica de wun medicamento o también conocida como
biodisponibilidad, se define como la cantidad y la velocidad con la que un medicamento
ingresa inalterado a la circulacion sistémica luego de ser administrado por una via distinta
de la intravenosa. Tal como fuera presentado en los capitulos anteriores, el valor de la
fraccion biodisponible de la dosis administrada o “F” es el resultado de pérdidas de
medicamento que se producen en mayor o menor grado en una instancia previa a su ingreso
a la circulacion general. La diferencia entre la cantidad de medicamento administrada y la
cantidad ingresada muchas veces es consecuencia de procesos de biotransformacion que se
producen en distintos sitios del trayecto recorrido por el farmaco desde su sitio de
administracion hasta su llegada a la circulacion general. Este fendmeno se conoce como

efecto de primer pasaje.

En la figura VIII.1. se presenta un esquema en el que se puede apreciar el recorrido de
un medicamento en ¢l organismo. Nosotros vamos a referirnos a la trayectoria que comienza
a partir de los sitios de administracion del RBZ que fueron ensayados en los diferentes
experimentos realizados durante el desarrollo de esta tesis doctoral, a los fines de
considerar los potenciales lugares en donde se pueden producir pérdidas de fracciones de la
dosis de RBZ a causa de un efecto de primer pasaje. Aunque para el calculo de la
biodisponibilidad absoluta la via de administraciéon i.v. fue la que se utilizd por razones de
comodidad y bajo riesgo antes que la via de administracion intraarterial, es posible que una
parte de la dosis pudiera haber sido biotransformada a través de su primer pasaje por los
pulmones. (Ver figura VIII.1.). Los pulmones constituyen un tejido con un equipamiento
enzimatico muy importante en donde la sangre se encuentra distribuida en una multitud de
arteriolas, capilares y vénulas, por lo que existen muchas posibilidades de difusion del RBZ
hacia el tejido pulmonar y su posterior biotransformacion. Sin embargo carecemos de
informacién al respecto, por lo que asumiremos que tras una administraciéon i.v. las
pérdidas del RBZ ocasionadas por el efecto de primer pasaje pulmonar son insignificantes o
inexistentes. De esta manera el valor de las AUCs de concentraciones plasmaticas obtenidas
a partir de la sangre venosa serian proporcionales a la totalidad de la dosis administrada y

constituirian el valor maximo de disponibilidad biologica esperable.

En segundo lugar vamos a considerar el efecto de los tejidos luego de la administracion
s.C., ya que el mismo constituye un sitio potencial para que cierta fraccion de la dosis
administrada no sea biodisponible ya sea por precipitacibn en el mismo sitio de
administracién dando lugar al secuestro de una fraccién de la dosis administrada o bien por

posibles procesos de biotransformacion que pudiesen ocurrir en el mismo sitio.
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Figura VIII.1. Trayecto del RBZ en el organismo de un rumiante luego de su administracion
por las vias intravenosa, subcutanea, intrarruminal e intraabomasal. Modificado de
Labaune 1984. (54
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En tercer lugar vamos a considerar los sitios potenciales en donde se produciria un
efecto de primer pasaje tras una administracién intrarruminal o intraabomasal. En estas
dos ultimas vias de administracién las pérdidas de medicamento se producirian a varios
niveles. (Figura VII1.2.). El primero de ellos se corresponderia con pérdidas no relacionadas
a procesos de biotransformacion, y estas estarian asociadas a la fraccion de la dosis que
atravesaria el tubo digestivo sin ser absorbida. Dentro del mismo tubo digestivo el RBZ
puede ser degradado por efecto de las enzimas de la flora digestiva reduciendo la fraccion de
RBZ que estaria en condiciones de ser absorbida. Seguidamente es posible que se
produzcan pérdidas debidas a reacciones enzimaticas durante el pasaje del RBZ a través de

la mucosa intestinal.

Hasta aqui serian las pérdidas potenciales de la cantidad de RBZ administrado los sitios
en donde se produciria un efecto de primer pasaje digestivo. Luego de su absorcion el RBZ
ingresa a través de la circulacion portal al higado en donde por biotransformacion se

produciria la pérdida de una fraccién de la cantidad de RBZ absorbido.

En vista de lo expuesto, es evidente que en el caso de una administracion i.r. o i.a. las
pérdidas debidas a procesos de biotransformacion de una fraccion de la dosis administrada
pueden producirse en los diferentes sitios de una manera secuencial. Corrientemente,
cuando se habla de un efecto de primer pasaje se hace alusién directa al efecto de primer
pasaje hepatico sin considerar el resto de los procesos de biotransformacion que
mencionamos anteriormente, y si bien es cierto que es el higado es el érgano depurador por
excelencia de cualquier xenobiético, es importante considerar cual es la magnitud de su
participacion en el proceso de eliminacion del RBZ, lo que se puede obtener considerando la
informacion generada por el modelo farmacocinético y corroborarse posteriormente con los

resultados reportados por otros investigadores.

VII1.2. BIODISPONIBILIDAD ABSOLUTA

Este concepto corresponde a la relacion entre la cantidad de farmaco que es detectado en
la circulacion general y la cantidad de farmaco administrado, por lo que teniendo en cuenta

que:

X,p, = AUC,, xClg Eq.1

donde X.ne €s la cantidad de medicamento que ingresé a la circulacion general; AUG.y es
el area bajo la curva de concentraciones plasméaticas obtenida tras la administracion

extravascular y Cls es el clearance corporal calculado tras la administracion intravenosa.
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Figura VIII.2. El RBZ administrado en forma de suspension o solucién por la via digestiva
encuentra varias barreras y sitios de pérdida durante su proceso de absorcion. Una
disolucién incompleta de las particulas que componen la suspension favorece la excrecion
fecal de una fraccién no absorbible, procesos metabdlicos en el lumen intestinal por accién
de la flora rumino-intestinal o en la pared del tubo digestivo por accién de enzimas
presentes en los enterocitos son causas potenciales de una pobre absorcion. La eliminacion
de una fraccion de la cantidad absorbida durante su primer pasaje por el higado contribuye
a reducir la fraccién biodisponible. Tomado de Rowland & Totzer 1995. ¥4
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De manera que la biodisponibilidad absoluta puede calcularse como:

"D Eq.2

Sin embargo la biodisporiibi-l-idad asi calculada no hace distinciéon entre el farmaco que se
eliminé por biotransformacion del que se eliminé sin ser absorbido. En ese caso el valor de F
esta compuesto por:

F=fxF Eq.3

donde F es la biodisponibilidad absoluta; f es la fraccion de medicamento que quedd
disponible para ser absorbido y F’ es la fraccion de f que sobrevivio al efecto de primer
pasaje, es decir que la cantidad de medicamento que ingresa a la circulacién sistémica esta

determinado por:

Xaps =Dx fxF Eq.4

Basandonos a las ecuaciones anteriores podemos deducir que la cantidad de farmaco

que no se absorbid por haberse excretado puede calcularse como:

Xel(e)sz(l_f) Eq.5

donde X () €s €l farmaco que no se absorbidé por haberse excretado y 1-fes €l coeficiente de
eliminacién desde el tubo digestivo, mientras que la cantidad de medicamento eliminado por

efecto de primer pasaje (Xarst-pass) puede calcularse como:

Xﬁmt—pass = (D - Xel (e))(l - F) Eq6

donde Xusipass €S la cantidad de medicamento eliminado por efecto de primner pasaje y 1-F
es el coeficiente de extraccion por biotransformacion pre-sistémica. El Xpstpass €Sta
determinado por pérdidas debidas a procesos de biotransformacion llevados a cabo en el
lumen intestinal por accién de las enzimas de la flora digestiva del rumiante y por el pasaje
a través de los enterocitos y del higado. Como estos procesos de biotransformacion se
encuentran ordenados en forma secuencial entonces podemos expresar que las fracciones
que escapan a los procesos de biotransformacion en cada una de las secuencias y que

componen F’ pueden expresarse de la siguiente manera:

F'= fomm) % ferp) X Sein) Eq.7

donde f. m) es la fraccion de f que escapd a la biotransformacion por la flora digestiva; fe p)
es la fraccién de fu m) que escapd a la biotransformacién por los enterocitos y fam) €s la
fraccién de fu p que escapd a la biotransformacién hepatica.
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VII1.2.1. Pérdidas de RBZ a nivel intestinal

Tanto la capacidad de depuracion de la mucosa intestinal como la del el higado pueden
expresarse en términos de coeficientes de extraccion, los que se calculan en base a la razoén
entre la cantidad de fénnac_:o eliminada y la cantidad de farmaco ingresada al sistema por

via de la circulacién sanguinea tal como se muestra en la siguiente ecuacion:

ERn :Xin __Xout :Q(Cin_cout) Eq8
X, 0C,

donde Q es el flujo de sangre expresado como volumen/minuto, ER, es el coeficiente de
extraccion de un tejido en particular donde Xi, es la cantidad de medicamento ingresada al
sistema y Xow €S la cantidad que sale del sistema. Tal como se presenta en esta ecuacion,
cuando la capacidad de depuracién del sistema no esta saturada el ER es constante e
independiente del valor de Q. Este concepto puede ser aplicado para el higado o los
enterocitos pero no para el coeficiente de extraccion del lumen intestinal (1-fa @) ) ya que el
ingreso al sistema no puede ser expresado en términos de flujo de sangre arterial y

concentracion plasmatica.

Las perdidas producidas en el intestino comprenden al medicamento eliminado sin ser
absorbido (excretado) (Xee), €]l medicamento biotransformado (metabolizado) por la flora
digestiva (Xeym)) y €l medicamento eliminado por los enterocitos (pared intestinal)(Xeyp) tal
como se representa en la figura VII.3. En el caso del RBZ, ha sido reportado que existe un
equilibrio entre las concentraciones plasmaticas y las concentraciones en ¢l lumen del tubo
digestivo debido a procesos de difusion y reabsorcion, (7% y considerando que un modelo
bicompartimental fue discriminado por el analisis farmacocinético y que el aparato digestivo
del rumiante constituiria una gran parte del compartimento periférico, entonces podemos
asumir que los valores de las constantes de difusion (kq:) y reabsorcion (ka2) entre el plasma
y el tubo digestivo se corresponderian con los valores de ki2 y k21. De esta manera, si
tenemos en cuenta que a la mucosa intestinal arriva un volumen de sangre arterial con una
determinada concentracion de medicamento, la cantidad eliminada estaria representada no
solo por la fraccion biotransformada en los enterocitos, sino también por aquella fraccion
que luego de difundir hacia el lumen intestinal no vuelve a reingresar al sistema ya sea por
haber sido biotransformada por la flora digestiva o por ser eliminada en la excreta. En vista
de lo expuesto, el clearance intestinal (Cln) estaria compuesto por los tres tipos de pérdidas
antes mencionadas. En el capitulo anterior hicimos referencia a este fenémeno y a la escasa
contribucién del Cln al Clg y en este capitulo procederemos a analizar las razones de los
valores de F obtenidos para el RBZ y hasta que punto los bajos valores obtenidos tras las
administraciones intrarruminales son consecuencia del efecto de primer pasaje intestinal y

hepatico.



195

lumen

C .muuf,sa | digestivo
Qa a intestinal

o s Y

Xel(p)

"Yel(m) T )(el(e)

Figura VIII.3. Componentes del clearance intestinal; se indican las distintas fracciones de
RBZ eliminadas desde los enterocitos y desde el lumen digestivo. Qa es el flujo de sangre
arterial que arriva a la pared intestinal, G, es la concentracion arterial de RBZ; Qu es el flujo
de sangre venosa que abandona la pared intestinal G, es la concentracién venosa de RBZ;
ka1 y ka2 son las constantes de difusiéon entre la pared intestinal y la luz del tubo digestivo;
Xap es la cantidad de RBZ eliminada en la pared intestinal, Xeym) y Xeie) Son las cantidades
de RBZ eliminadas por metabolismo y excrecion desde el lumen digestivo.
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VII1.2.2. Metabolismo hepitico y efecto de primer pasaje

Tal como lo comentamos oportunamente, cuando se habla de pérdidas de la cantidad de
medicamento biodisponible tras una administracién por via oral se habla del impacto del
efecto de primer pasaje y en este sentido casi siempre se le atribuye al higado la
responsabilidad de tal proceso. El valor de F obtenido en bovinos tras la administracién i.r.
de RBZ en forma de suspension fue de 38 + 12% y de 35 + 16% cuando se administré en
forma de solucién, mientras que en ovinos, la administraciéon i.r. del RBZ en forma de
suspension fue de 27 + 16%, lo que pone de manifiesto la magnitud de la cantidad de
farmaco perdido. Sin embargo debe considerarse que el ER estimado tanto en bovinos
(0.029 £ 0.006) como en ovinos (0.032 + 0.0014) puso en evidencia que el RBZ es eliminado

lentamente por el organismo de las mencionadas especies.

En base a estos resultados debe tenerse en cuenta que en el valor del ER es la resultante
de las diferentes fracciones de Q depuradas y/o eliminadas por los diferentes 6rganos en
donde se llevan a cabo estos procesos. En ese contexto, el Cly constituye una fraccion del Qy
depurada de RBZ por unidad de tiempo. La razén entre Cly y Qu es otra de las fracciones

depuradas de Q, siendo la sumatoria de todas e¢llas las que dan origen al valor del ER total.

Para poder evaluar el efecto de primer pasaje producido por el higado proponemos un
ejemplo extremo en el cual asumimos que este o6rgano es el Unico responsable de la
depuracion del RBZ, por lo que en ese caso el Cly tendria el mismo valor que el Ch.
Asumiendo que el flujo de sangre arterial que arriva al higado por unidad de tiempo tiene un
valor aproximado al 30% del valor de Q, entonces el ERy tendria un valor de 0.097 + 0.02 en

bovinos y de 0.11 + 0.05 en el caso de los ovinos.

Si consideraramos también que la totalidad de una dosis de RBZ administrada por la via
i.r. es absorbida y que ingresa integramente a la circulacién portal, en ese caso solo se
producirian perdidas del 9 al 11% de la dosis administrada (Tabla VIII.1}. Calculando
entonces el valor de una biodisponibilidad maxima simulada mediante la siguiente

ecuacion;

Finax (sim) — 1- ERy (eim) Eq.9

donde Fpax sim) €S la biodisponibilidad maxima simulada, ERui «m) €s el coeficiente de
extracciéon hepatico simulado. Considerando que como ejemplo extremo asumimos que el

Cly tiene el mismo valor que Clp entonces ERy sim) €S igual a:

Cl Cl
ERy (gim) = H=-—F Eq.10
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Tabla VIII.1. Estimacién de un valor hipotético de biodisponibilidad maxima considerando

al higado como unico responsable de la eliminacién del RBZ del organismo de bovinos y
ovinos.

RBZi.v.
Bovinos Ovinos

dosis: 7.5 mg.kg"! -dosis: 5 mg.kg
Parémetros Promedio + DE Promedio 1+ DE
Clg (mL.kg-'.min-1) 208 + 042 288 + 0.13
Q (mL kg-.min-1) 71 89
ER 0.029 + 0.006 0.032 + 0.0014
Qi (mL.kg-'.min-) 21 27
ERH 0.097 + 0.02 0.11 + 0.05
Frmax (%) 90 + 0.02 89 + 0.05

Clp es el clearance corporal calculado por el método trapezoidal; Q es el gasto cardiaco expresado como
volumen de sangre; ER es el coeficiente de extraccion; Qu es el flujo arterial hepatico expresado como
volumen de sangre por minuto estimado en un 30% del débito cardiaco; ERn es el coeficiente de
extraccion hepatico considerando al higado como 1unico responsable del Clp; Fmax (%) es la
biodisponibilidad maxima esperada considerando al higado como tinico responsable del Cls expresada
como porcentaje.
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por lo que:

Cl |
Fax (sim) = 1*['@2} Eq.11

Lo que nos haria esperar valores de Fuax sim ~90%, pero considerando que por
definicion:

Cly < Cls Eq.12

Entonces el ERy sim) > ER eal), Y POT CcOnsecuencia:

F, max (sim) <F, max (real} Eq 13

donde Fnax ey Seria la fraccion biodisponible real.

Es decir que considerando que el valor del ERy (reay €s menor el valor del ERy sim) ya que
por definicion el Cly < Clg, entonces el valor simulado de Fuax sim) resultaria ser un valor
minimo del valor real de Fuax (reay. Este ejemplo pone de manifiesto que en el caso del RBZ,
los bajos valores de F obtenidos tras la su administracion por via i.r. tanto en bovinos como
ovinos no serian consecuencia de pérdidas ocasionadas por un efecto de primer pasaje
hepatico y que por lo tanto las pérdidas de farmaco ocasionadas por este fenémeno no

serian significativas.

VIII.2.3. Mucosa intestinal y efecto de primer pasaje

Aunque el intestino puede ser considerado un érgano con una actividad netamente
absortiva, es importante considerar que las perdidas de medicamento que se producen en la
luz del mismo y en su pasaje a través de los enterocitos contribuyen a la eliminaciéon
presistémica de numerosos xenobidticos. Por esto debe considerarsele como un sitio
potencial de eliminaciéon de farmacos capaz de determinar los bajos valores de F obtenidos
para varios medicamentos que son administrados por la via digestiva. 71112 En este sentido
es importante considerar que los enterocitos presentan un sistema o pool enzimatico que se
asemeja mucho al del higado, lo que da lugar a que puedan producirse reacciones de
oxidaciéon, hidroxilacion, reducciéon, acetilacion, glucoconjugacion y sulfoconjugacién,
aunque esta capacidad metabdlica de la mucosa intestinal deberia considerarse mucho

menor a la del higado. 4

La reduccién de la fraccion de la dosis biodisponible de ciertos medicamentos por acciéon
de los enterocitos fue corroborada tanto por el efecto de biotransformacién de la molécula

original como en el caso de la ciclosporina, 55(1%8) como asi también por la eliminacion de los
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metabolitos resultantes hacia la luz del tubo digestivo de farmacos como la 7
ethoxicumarina @ y la ciclosporina. 2

En el caso de los BZDs, trabajos realizados en loop de intestino de rata mostraron que
luego de la administracion de una dosis de ABZ solubilizado al 1% en DMSO dentro de un
loop intestinal se hallaron diferencias entre el lumen y la sangre mesentérica de un 25 a un
50% con respecto a la dosis administrada, siendo el RBZ el metabolito hallado tanto en
sangre mesentérica como en lumen intestinal. ©! Sin embargo, la ausencia de ABZS02
estaria indicando que en el proceso de biotransformacion del ABZ por los enterocitos el
proceso de sulfonacion estaria ausente (70/°1) y que estaria limitado solo al proceso de

sulfoxidacion y el mismo estaria catalizado por los sistemas P-450 y FMO, ©1

Los resultados reportados por estos autores no pueden ser interpretados en términos
absolutos por tratarse de resultados obtenidos en condiciones experimentales “in vivo”, pero
aportan importante informacion para considerar que en el caso de existir perdidas de RBZ
por efecto de un primer pasaje a través de la mucosa intestinal, estas serian de escasa
magnitud y que en todo caso serian menores a las que se producirian por efecto del primer

pasaje por el higado.

VIIL.2.4. Flora digestiva y efecto de primer pasaje

La capacidad metabdlica de la flora digestiva del rumiante es un elemento muy
importante a considerar cuando se evaluan los posibles sitios del aparato digestivo que
estarian involucrados en un efecto de primer pasaje y que podrian incidir en los bajos
valores de F de los compuestos BZDs cuando estos son administrados por la via ir.
Debemos entonces considerar al reticulo rumen y el resto del tracto digestivo posterior (con
excepcion del abomaso) como potenciales sitios en donde se podrian producir perdidas de la
dosis de los BZDs por transformaciéon metabdlica. Debido a que los microorganismos de la
flora rumino reticular e intestinal viven en un medio esencialmente anaerobio es que en el
mismo prcdomihan las reacciones de reduccién antes que las reacciones de oxidacion. En el
caso del RBZ, la molécula puede ser reducida a su molécula madre el ABZ mediante un
proceso reversible, 69 mientras que por otra parte el RBZ puede ser transformado por
oxidacién a ABZSO2 en un proceso irreversible (1°1) y esto es importante considerarlo
debido a que la actividad metabélica de los fluidos ruminales se caracteriza por una

marcada accién reductora. ©7

Aunque los procesos de reduccion del RBZ a su molécula madre al ABZ en el tubo
digestivo son un hecho importante, es de considerar que no constituyen un elemento de
juicio para evaluar las perdidas de la dosis del RBZ administrado por la via digestiva ya que
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el mencionado proceso es reversible y ambas moléculas son activas. De manera que
consideramos importante tener en cuenta cual es la capacidad de la flora rumino reticular e

ileal de inactivar el compuesto dando origen al ABZSO2 que es el primer metabolito inactivo
del RBZ.

Como fuera mencionado anteriormente la accion de la microflora rumino-reticular sobre
el ABZ y el RBZ es predominantemente reductora antes que oxidativa. Luego de una
incubacion de 360 minutos en fluidos ruminales, el porcentaje de RBZ transformado en
ABZSO02 resulto ser del 2.2 + 0.8% en el caso del ovino y del 5.0 + 0.1% en el caso del
bovino. €3 Por otra parte una incubacion de una dosis de RBZ durante el mismo periodo de
tiempo en fluidos del ileum fue transformado a ABZSO2 en un 1.4 + 0.2% en ovinos y en un
1.5 + 0.1% en bovinos. ©3) Pequefios porcentajes de ABZSO2 fueron también obtenidos luego

de la incubacion de NTB en fluidos ruminales e ileales de terneros y ovejas. (€0

En base a estos resultados se puede considerar que el bovino presenta en su aparato
digestivo una mayor actividad oxidativa que en la oveja. Sin embargo estos resultados
estarian en apariencia demostrando que las pérdidas de las moléculas activas ABZ o RBZ no
serian de una magnitud suficiente como para producir pérdidas de alrededor del 55 + 12% y
62 + 12% en el caso de una administracion i.r. en el bovino ni del 73 + 5.6% en el caso de
una administracion i.r. en el ovino. Estos resultados estarian sugiriendo que las pérdidas
debidas a biotransformaciéon por parte de la flora del tubo digestivo de los rumiantes no

serian demasiado importantes.

En un punto anterior ya discutimos la intervencion del tubo digestivo, en particular del
intestino en su contribuciéon al valor del Cls, y en base a los elementos de juicio obtenidos ya
sea por la lectura de la informacién proporcionada por el modelo como por hallazgos
reportados por otros autores es evidente que en una primera instancia los bajos valores de F
obtenidos tras la administracién i.r. de los BZDs no se deberian -al menos no totalmente- a
perdidas por metabolismo de primer pasaje ya sea este por bioconversion por accion de las

bacterias presentes en el tubo digestivo, por accidén de los enterocitos o por accion hepatica.

VII1.2.5. Caracteristicas fisicogquimicas del RBZ y efecto de primer pasaje

Los BZDs metilcarbamatos presentan escasa hidrosolubilidad, y es justamente esta
caracteristica la que condiciona su formulacién en forma de polvos, pastas o suspensiones
para poder ser administrados a los animales domésticos y en las especies rumiantes es la

suspension la forma farmacéutica comanmente utilizada para vehiculizarlos.
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Considerando que para ser absorbido, un farmaco debe encontrarse en estado de
disolucion, y dentro de esta fraccion disuelta, la forma no ionizada es la que en términos
generales esta disponible para ser absorbida, y si asumimos que el proceso de absorcion se
realiza por difusiéon pasiva de la forma no ionizada entonces la velocidad a la que se lleva a
cabo este proceso estara condicionada por el coeficiente de particion entre la matriz lipidica
de las membranas biol6gicas y el medio acuoso que las rodea.

Con respecto al RBZ administrado por via i.r. y considerando la escasa solubilidad de
este compuesto, los porcentajes de RBZ en forma no ionizada presentados en la tabla VIL.4.
corresponden al farmaco que se encuentra en disolucién, el que constituye una fraccion
menor con respecto a la cantidad total administrada. Prichard et al. 88 hallaron que tras la
administracion de FBZ en terneros una proporciéon variable de la dosis administrada era
eliminada en la excreta del tubo digestivo. Este mismo fenémeno fue corroborado por
Hennessy at al. ¥8) quienes demostraron que en el caso del FBZ y metabolitos, la fracciéon de
los mismos unida al material particulado en rumen presento un valor 800 veces mayor que
el presente en la fase liquida del rumen. Los BZDs tienden a unirse al material particulado
de la ingesta, siendo esta unidén de tipo fisico la que estaria favorecida por la gran superficie
de contacto presentada por el material particulado. Considerando que el RBZ puede ser
biotransformado por accién de la flora del aparato digestivo de los rumiantes, es necesario
tener en cuenta que las moléculas que pueden ser biotransformadas deben encontrarse
disueltas en la fase acuosa del contenido digestivo. Este hecho en teoria excluiria a todas
aquellas moléculas que permanecen adsorbidas a la superficie del material particulado de la
ingesta como asi también aquellas que permanecen agregadas en particulas de la

suspension que no pudieron ser disueltas oportunamente.

En vista de lo expuesto se puede inferir que siendo la fraccién en estado de disolucion
menor que la fraccién unida al material particulado o no disuelta, la fraccion disponible
para ser absorbida esta limitada por la velocidad de disoluciéon y de liberacion desde el
material particﬁlado. Ambos procesos estarian favorecidos por el bajo pH del abomaso
Hennessy et al., ¥8) ya que los compuestos BZDs son mas solubles en el medio abomasal
que en el ruminal. ®% E] pasaje por abomaso del complejo material particulado-RBZ,
permitiria aumentar la fraccién presente en la fase liquida de la ingesta y en consecuencia

disponible para ser absorbida.

Los resultados reportados por Hennessy et al. “® muestran que en el caso del FBZ y
metabolitos en el abomaso la fracciéon unida al material particulado es aproximadamente
150 veces mayor a la fracciéon presente en la fase acuosa indicando que la forma soluble
aumenta notablemente con respecto a los valores hallados en el contenido ruminal.
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Teniendo en cuenta la aparente bgja eficacia reportada en ensayos “in vitro” tanto de los
microorganismos de la flora digestiva, los enterocitos y de las bajas pérdidas del farmaco
asociadas al efecto de primer pasaje hepatico estimadas por el modelo, es posible inferir que
la principal causa de la baja biodisponibilidad de este compuesto se deba que una gran
fraccion del mismo atraviesa el tubo digestivo sin ser absorbido por no presentarse en
estado de disolucion.

En forma general podemos aceptar que considerando el valor de la biodisponibilidad

absoluta la cual fue definida en la ecuacién 3 como:

F=fxF Eq.3

entonces en base a los conceptos revisados hasta ahora podemos en una primera instancia

inferir que:

f<<F Eq.14

donde F es la biodisponibilidad absoluta; f es la fraccion de medicamento que quedé
disponible para ser absorbido y F’ es la fraccion de f que sobrevivié al efecto de primer
pasaje. En otras palabras la ecuacion anterior puede ser expresada en términos de

coeficientes de extraccion de la siguiente manera:

I—-f>>1-F Eq.15

donde 1-fes el coeficiente de eliminacion de RBZ desde el tubo digestivo que no se hallaba
en condiciones de ser absorbido y 1-F es el coeficiente de extraccién por efecto de primer

pasaje de la fraccion en condiciones de ser absorbida.

VII1.2.6. Forma farmacéutica, via de administracion y efecto de primer pasaje
Teniendo en cuenta las caracteristicas fisicoquimicas del RBZ de ser una débil con un
pKa de 7.8, de ser escasamente soluble en agua y considerando por otra parte los requisitos
que una molécula debe reunir para encontrarse en condiciones de ser absorbida, pareceria
logico esperar que luego de administrar este compuesto por la via ir. en forma de
suspension se obtengan bajos valores de F. La escasa solubilidad de los BZDs en los
liquidos ruminales ®9 determinarian una lenta tasa de disolucién de las particulas que
forman la suspension y por otra parte una gran fraccion del RBZ disuelto se uniria al

material particulado de la ingesta Hennessy et al. 18

Dada la diferencia de velocidad con la que las fracciones liquidas y sélidas de la ingesta

abandonan el rumen, una gran fraccién de la dosis permaneceria en el mismo durante un
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periodo de tiempo variable que prolongaria el proceso de absorcién garantizando una
permanencia prolongada del antihelmintico en el organismo. 143 Pese a este efecto reservorio
del rumen y que la prolongada permanencia del RBZ en el tuvo digestivo seria un factor que
favoreceria el proceso de disolucién de! mismo, esto en apariencia no pareceria ser
suficiente para mejorar la biodisponibilidad del mismo. Sin embargo la disolucion del RBZ
en el rumen no asegura por si misma una mayor disponibilidad biolégica. Tal como se
reporta en el capitulo V, la disponibilidad biolégica obtenida en bovinos tras la
administracion del RBZ en forma de solucién por via i.r. en bovinos (35 + 16%). En este caso
la absorcién de una gran fraccion de las moléculas administradas al material particulado de
la ingesta podrian explicar los bajos valores de F obtenidos tras la administracién de la
solucion siendo en este caso de suma importancia la disociacion del complejo material
particulado-RBZ.

Sin embargo tras la administracién i.a. de la misma soluciéon el RBZ se absorbio
rapidamente y se obtuvo una disponibilidad biolégica del 81 + 21%. La presencia del RBZ
en estado de solucion en el sitio de absorcion es entonces el factor limitante de la
disponibilidad bioldgica del compuesto. Dada la rapidez con la que se produjo €l proceso de
absorcion (ti/2 abs 36 + 25 min) lo's perfiles plasmaticos resultantes presentaron similitud con
los obtenidos tras una administracion i.v. (Figura V.1.). Considerando que la solubilizacion
del RBZ es un factor crucial para su absorcidon desde el tubo digestivo, la formulacién para
administracion parenteral en donde €l RBZ se presenta en soluciéon para ser administrado
por via s.c. podria representar una ventaja al evitar los factores relacionados tanto a la
fisiologia digestiva como a los que influyen en la solubilizacién del mismo. En este aspecto el
comportamiento del RBZ en lo que a biodisponibilidad se refiere presentdé marcadas
diferencias entre las especies bovina y ovina. En bovinos la administracién por via s.c. dio
lugar a una inmediata reaccidon inflamatoria en el sitio de inyecciéon con la formacidon de
edema que persistio por espacio de tres a cuatro dias y el valor de la biodisponibilidad
obtenida (45 + 12%) no se diferencié de los valores obtenidos tras las administraciones i.r.

del RBZ en forma de suspensién o solucién.

La ausencia en el organismo de una importante fraccion de la dosis administrada
supone que la misma pudo haber permanecido secuestrada en el sitio de administraciéon
como consecuencia de la reaccion inflamatoria o bien que la misma pudo haber
desaparecido por biotransformaciéon en el sitio de inyeccién, lo que constituiria un efecto de
primer pasaje producido en el sitio de administraciéon. Sin embargo en el caso de los ovinos,
la administraciéon de la misma solucién fue en apariencia bien tolerada por el tejido s.c., ya
que no se observaron reacciones inflamatorias ni formacién de edemas en las zonas de
inyecciébn. Por otra parte este hecho se correlaciona con una répida absorcion del
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medicamento y una biodisponibilidad del 96 + 9.5%. Considerando que los experimentos se
realizaron administrando la misma formulacién tanto en una como en otra especie,

podriamos establecer “a priori” una relacién entre la biodisponibilidad y la reaccion tisular,

la que estaria determinada por una diferencia entre las especies.

VII1.2.7. Farmacocinética del ABZSO2 y el efecto de primer pasaje

A partir de los resultados obtenidos en los presentes experimentos, la farmacocinética del
RBZ no presentdé diferencias entre las especies bovinas y ovinas, sin embargo la
biodisponibilidad del RBZ presento diferencias en las especies bovinas y ovinas y estas

estuvieron relacionadas tanto con el tipo de formulacion como por la via de administraciéon
utilizada.

Aunque no disponemos de los parametros farmacocinéticos que describan el
comportamiento del ABZSO2 en el organismo de las mencionadas especies, es posible inferir
que dada la similitud estructural que presenta esta molécula con respecto su molécula
madre el RBZ, -de la que se diferencia en un atomo de oxigeno de mas-, el comportamiento
del ABZSO2 no presentaria diferencias entre las dos especies. Esto equivale a considerar
que el farmaco presentaria similares patrones de distribuciéon tanto en bovinos como en
ovinos, es decir que los valores de las fracciones presentes tanto en el compartimento
central como en el periférico no diferirian entre especies. Esto nos permitiria asumir que la
relacion entre las AUCs del ABZS0O2 y el RBZ (SO2/RBZ), nos proporcionan informacion
relativa a cerca de la cantidad adicional de ABZS0O2 formado tras la administracion del RBZ
por diferentes vias extravasculares. Los datos presentes en la tabla VII.3. permiten apreciar
que tanto en bovinos como en ovinos tras una administracién i.v. de RBZ, la relacion
SO2/RBZ no presenta diferencias, lo que guarda relacion con la similitud del

comportamiento farmacocinético del RBZ en ambas especies.

Sin embargo el valor de esta relacion aumenta cuando el RBZ es administrado por las
vias i.r. y s.c., lo que en principio nos indicaria que existe una cantidad extra de ABZSO02
que ingresa al sistema, cuya magnitud dependeria de la magnitud del efecto de primer
pasaje. En el caso de las administraciones i.r. estos valores son mayores en bovinos, que e€n
ovinos, lo que nos permite inferir que habria una mayor formacion de ABZSO2 en los
primeros con respecto a segundos, lo que se correlacionaria con la mayor capacidad

oxidativa del medio digestivo de los bovinos con respecto a los ovinos. ©3)

En una primera instancia se podria asociar el exceso de ABZSO2 con los bajos valores de
F, pero esa seria una interpretacion demasiado simplificada que asumiria que las pérdidas

del RBZ serian solo la consecuencia de una extensa transformacion metabélica del RBZ. Sin
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embargo en ovinos €l valor de esta relacién no es proporcional con respecto a los valores de
F, ya que tras la administracién i.v. la relacion SO2/RBZ es 0.31 + 0.030 y tras la
administracion i.r. este valor fue de 0.40 + 0.056 mientras que el valor de F fue 0.27 *
0.057. Es decir que la relacion entre ABZSO2 y RBZ se mantuvo casi invariable, indicando
que solo una pequefia cantidad de RBZ fue biotransformada por un efecto de primer pasaje
dando origen a una pequefia cantidad extra de ABZS02 que ingreso al sistema, cuando en
realidad se produjo una perdida de medicamento de aproximadamente un 70%. Este hecho
nos hace pensar que gran parte de las perdidas en la especie ovina podrian deberse a
factores extrametabélicos. Siguiendo la misma linea de razonamiento y dentro de una
misma especie, las razones estimadas (SO2/RBZ) tras las administraciones i.v. y e.v. del
RBZ nos permitirian realizar una estimacion aproximada de la cantidad del ABZSO2

formado por un efecto de primer pasaje.

Un estudio realizado por Weiss, (109 (110) considerando la relacion de AUCs de molécula
activa y metabolitos obtenidos tras administracion i.v. y e.v., permitiria calcular en forma
aproximada la fraccién del metabolito circulante que no fue formado por un efecto de primer
pasaje. Aplicando ese procedimiento podemos calcular en forma aproximada la fraccién del
ABZSO02 circulante que fue forméda por un efecto de primer pasaje tras una administraciéon

extravascular de RBZ .

_ AUC RBZev/AUC RBZ iv

= Eq.16
AUC RBZev/AUCSOin

Sev

donde f.y es la fraccion del ABZS02 detectada en plasma que no fue formada por un efecto
de primer pasaje; AUCrpz ov Y AUCrpz iv Son los valores de AUCs del RBZ administrado por via
extravascular e intravenosa; AUCso2 v ¥ AUCso2 v son los valores de AUCs del ABZSO2 tras
la administracién del RBZ por via extravascular e intravenosa. Los resultados obtenidos nos
muestran que en el caso de los bovinos, tras la administracion de RBZ tanto por via s.c.
como i.r. el valor de f.y fue del 0.3 a 0.4 es decir que el 60% (s.c) al 70% (i.r.) del ABZSO2
circulante fue formado por un efecto de primer pasaje. Un caso interesante lo constituye la
administracion i.a. en donde la cantidad estimada de ABZSO2 formada por efecto de primer
pasaje fue casi nula. En el caso de los ovinos el valor de fov €s mayor siendo en s.c. de 0.6y
en i.r. de 0.7, es decir que solamente el 30% (s.c.} y el 40% (i.r.) del ABZSO2 circulante fue

formado por un efecto de primer pasaje.

Hasta aqui el analisis y la estimacién de la magnitud de las perdidas producidas por
transformacién metabélica asociadas a un efecto de primer pasaje.
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El interrogante que nos surge a partir de la estimacion de las fracciones de ABZSO0?2
formadas por efecto de primer pasaje es acerca del sitio en donde esta biotransformacién se
lleva acabo. La estimacion de una Fuax Nos permiti6 descartar la hipétesis de un efecto de
primer pasaje hepatico responsable de los bajos valores de F obtenidos en ambas especies
tras las administraciones por la via i.r. Estimando una Fpax de alrededor del 90% vy
considerando que el Cly es menor al estimado, seria razonable esperar valores de F mas
clevados.

En segundo lugar debemos considerar que en base a los ensayos (in vivo) realizados por
otros investigadores, la actividad metabélica de los enterocitos no es suficiente para la
formacion de ABZSO2, por lo que podriamos considerar que el pasaje del RBZ por los
mismos no seria afectado por transformacién metabélica y que las posibles perdidas

producidas a este nivel serian despreciables.

En tercer lugar nos queda considerar las pérdidas por biotransformacion producidas por
las bacterias de la flora digestiva, cuya existencia ha sido debidamente demostrada. En ese
caso es notoria la mayor capacidad oxidativa de la flora digestiva del bovino con respecto al
ovino, ©3 lo que explicaria la mayor cantidad de ABZSO2 formada en instancias previas a su
ingreso a la circulaciéon portal. Sin embargo los experimentos “in vitro> aunque demostraron
la actividad metabdélica de los fluidos digestivos de ambas especies también mostraron que
la capacidad de formacién de ABZSO2 es muy limitada y que las pérdidas de RBZ debidas a
su transformacion a ABZS0O2 no sobrepasan el 10%. ©3 De todas maneras deberiamos
considerar que tratandose de ensayos “in vitro” es posible que la actividad oxidativa “in vivo®
pueda ser mucho mayor, lo que en ese caso justificaria la gran fraccion de ABZSO2 formada

por efecto de primer pasaje en la luz del tubo digestivo sobre todo en bovinos.

En el caso de la administracion i.a. debemos recordar que las moléculas se
administraron en forma de solucién en un sitio préximo al duodeno que es el sitio potencial
para que se realice su absorcién. Lo curioso de esta administracién no solo fue su elevada
disponibilidad biologica (81 + 21%) sino que la relaciéon SO2/RBZ fue similar a la obtenida
tras la administracién i.v. y la cantidad estimada de ABZSQO2 formada por un efecto de
primer pasaje fue insignificante. La rapidez con la que el RBZ alcanz6 la circulacién general
hace pensar en el escaso tiempo que las moléculas permanecieron en el sitio de absorcion y
por lo tanto en contacto con las bacterias de la flora digestiva capaces de biotransformarlo.
Entonces considerando que casi la totalidad de la dosis ingresé a la circulacion portal, se
corrobora que el primer pasaje a través de la mucosa intestinal y el higado no disminuyeron
sustancialmente la cantidad de farmaco que ingreso a la circulacién general, fenémeno que
pudo ser dilucidado “a priori® por la informacién generada por el modelo farmacocinético.
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Con respecto a la administracion s.c., una de las hip6tesis de trabajo que han sido
mancjadas en la presente tesis fue la consideracion de que justamente esta via de
administracién evitaria el efecto de primer pasaje obligado con el uso de la via digestiva
logrando de esa manera un aumento en los valores de F. Lo anterior ha sido corroborado en
la especie ovina en donde los valores de F fueron casi del 100%, sin embargo esto no
sucedio en bovinos donde no solo que la disponibilidad biologica no presento diferencias con
respecto a las obtenidas con €l uso de las via de administracién i.r. sino que una gran
cantidad extra de ABZSO2 fue encontrada en la circulacién sistémica atribuible a un efecto
de primer pasaje a nivel tisular. Este fenomeno -aunque en menor medida- también fue
observado en ovinos, lo que nos llevaria a considerar que existe la posibilidad de procesos
oxidativos a nivel del sitio de inyeccion que contribuyen a disminuir la fraccién de farmaco

disponible para ingresar a la circulacién sistémica.

VIII.3. CONCLUSIONES

En base a lo expuesto podemos dejar en claro algunos conceptos con respecto al efecto

de primer pasaje y la biodisponibilidad del RBZ.

a- La baja biodisponibilidad del RBZ no es a consecuencia de un efecto de primer

pasaje hepatico.

b- La participacion de la mucosa intestinal en el efecto de primer pasaje seria

despreciable.

c- La mayor parte de las pérdidas se producirian en la luz intestinal ya sea a causa de
la actividad metabélica de la flora digestiva y de la eliminacién de una fraccion de la
dosis que no se encuentra en condiciones de ser absorbida, predominando en

bovinos la primera causa y en ovinos la segunda.

d- En el caso de la administracion s.c. es posible considerar un proceso de oxidacion en
el sitio de administracion como responsable de perdidas de farmaco previas a su

ingreso a la circulaciéon sistémica.



CAPITULO IX

Conclusion general
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IX.1. INTRODUCCION

IX.1.1. Informacién obtenida a partir de un estudio extravascular

Los perfiles de concentracién plasmatica de cualquier molécula que se obtienen a partir
de la administracion extravascular de las mismas son utilizados con mucha frecuencia para
explicar su comportamiento farmacocinético. En este aspecto, los mismos son utilizados
para establecer diferencias del comportamiento farmacocinético asociadas a diferentes
formulaciones empleadas y vias de administracion enséyadas. De la misma manera los
mismos son utilizados muchas veces para establecer diferencias en el comportamiento
farmacocinético entre especies. No obstante lo anterior, la informacion obtenida a partir de
un perfil plasmatico producto de una administracion extravascular no aporta una verdadera

idea acerca del comportamiento farmacocinético de la molécula estudiada.

IX.1.2. Que informacion se genera y no se genera a partir de un perfil extravascular

Un perfil extravascular nos permite estimar el AUC, y la constante de eliminacion
aparente a partir de la pendiente de la fase terminal. Si bien la semivida estimada a partir
de este ultimo parametro nos proporciona informacién a cerca del tiempo necesario para
que el medicamento desaparezca del organismo tras una administracion extravascular y
calcular de esa manera los intervalos de administracién en el disefio de un esquema
terapéutico, la misma no siempre se corresponde con la verdadera velocidad de eliminaciéon
del medicamento desde el organismo, la que solo puede ser estimada a partir del perfil de
concentraciones plasmaticas obtenido tras una administracion intravenosa. En ese caso a
menudo se presenta una velocidad de absorcién menor a la de eliminacion (ka<<ke), siendo
en ese caso ka €l factor limitante del proceso de eliminacion, fenémeno que se conoce como
flip-flop, en donde la constante calculada a partir de la fase terminal extravascular
corresponde a ka. A partir de alli, el tmax, N0 siempre constituye un indicador fidedigno de la

proximidad de la finalizaciéon del proceso de absorcion.

Con respecto a la distribuciéon del farmaco, la velocidad a la que los procesos de
distribucion y redistribucién se llevan a cabo, son por lo general mayores que la velocidad
del proceso de absorcion y por ende es muy dificil llegar a discriminar el namero de
compartimentos a partir de un perfil extravascular. Una informaciéon muy interesante que se
pierde al no disponer de datos de administracién intravenosa es el valor de F. A partir de
alli, el resto de los parametros farmacocinéticos van a estar condicionados por ese valor, ya
que la constante de absorcion estimada (ka) es en realidad ko./F, el clearance estimado (Clg)
es en realidad Clg/F, y el volumen de distribucién que se puede estimar (Varea) Solo
corresponde al volumen de area Varea/F. En resumen, el analisis farmacocinético de un perfil

extravascular, solo nos proporciona una limitada informacién a titulo descriptivo.
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IX.1.3. Kl andlisis compartimental; paradigma de la farmacocinética
[X.1.3.1. Informacién generada a partir de un perfil intravenoso

Considerando un modelo bicompartimental abierto la informacién generada es en primer
lugar la estimacion de los parametros farmacocinéticos primarios, que son:

1- Volumen del compartimiento central o V.

2- Clearance y a partir del mismo estimar la capacidad depuradora del organismo (ER).

3- Micro constantes de eliminacion y transferencia: kio, k12 y k21

A partir de estos parametros basicos se pueden estimar el resto de los parametros

farmacocinéticos, entre ellos:
- La constante de distribucion aparente también llamada: «
- La verdadera constante de eliminacion aparente, llamada: 8

- Los valores de Vss v Varea y @ partir de ellos estimar la cantidad de farmaco presente
en el organismo a partir de una concentracion plasmatica medida en un momento

determinado y la capacidad de la molécula de difundir hacia los tejidos periféricos
- El valor del AUC considerando una biodisponibilidad del 100%

- Y tal como se presentd en el capitulo VII, la correcta interpretacion de los mismos

permite establecer diferencias farmacocinéticas entre especies.

IX.1.3.2. Interpretaciéon de los perfiles extravasculares
La informacién generada por un analisis compartimental de un perfil intravenoso nos

permite interpretar un perfil extravascular generandonos la siguiente informacion:

- Biodisponibilidad absoluta, la que es influida por la forma farmacéutica empleada y

la via de administracién utilizada.

- Presencia de un fenomeno de flip-flop, en la que la constante calculada a partir de la

fase terminal corresponde a la constante del proceso de absorcion.

- Discriminar orden y la velocidad del proceso de absorcion, permitiendo conocer las
variables que determinan dichos procesos y establecer diferencias entre distintas

vias de administracién y comparar el comportamiento de diferentes formulaciones.
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Como puede observarse, la (nica informacién que se obtiene es acerca de los fen6menos
referidos al inico proceso que estd ausente en la administracion intravenosa: el proceso de
absorciéon. Ya que el verdadero comportamiento farmacocinético es decir: la distribucién, la
redistribucion y la eliminacién no son modificados por el proceso de absorcion.

1X.1.3.3. Desarrollo de modelos farmacocinéticos
En una instancia mas avanzada del estudio de la farmacocinética de una molécula el

desarrollo de modelos farmacocinéticos presenta tres objetivos fundamentales:

1- En una primera instancia, lograr describir el perfil plasméatico obtenido tras una

administracion intravenosa o extravascular.

2- En una segunda etapa, explicar los procesos involucrados desde un punto de vista
mecanicista en base a la interrelacion de los distintos parametros farmacocinéticos
estimados, que si bien no son parametros fisiolégicos, su significado debe

interpretado a la luz de los conocimientos de fisiologia.

3- En una etapa superior, predecir el comportamiento de la molécula ante la
modificacion de ciertas variables como ser: dosis y/o intervalo entre dosis y
modificacion de ciertos parametros como el Clg 0 el V3 como en €l caso de los estados

patologicos.

IX.1.3.4. El analisis farmacocinético compartimental y los esquemas terapéuticos

La gran limitante de la modelizacion farmacocinética lo constituye la enorme cantidad de
variables bioldgicas que intervienen en la cinética de una molécula, lo que da lugar a la
variabilidad. En los sistemas fisicos, el nimero de variables que intervienen son
perfectamente conocidas y las interrelaciones entre las mismas estan bien definidas, es por
eso que este tipo de modelos permiten predecir el comportamiento de un sistema con

enorme exactitud.

Esto no sucede con los sistemas biologicos, en donde las variables que intervienen y la
interrelacion entre ellas no son totalmente conocidas lo que da lugar a un elemento que esta
fuera de nuestro control y que es la variabilidad. Sin embargo una correcta modelizacion
permite predecir el comportamiento farmacocinético de una molécula con un grado de error
aceptable, y es asi que la modelizacién interviene en el estudio y desarrollo de los esquemas
terapéuticos. En este sentido, sin un conocimiento del Clg, y el Va es imposible disefiar un
esquema terapéutico racional, especialmente cuando se deben obtener concentraciones
plasméticas efectivas ya preestablecidas y evitar los efectos indeseables originados por
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elevadas concentraciones o la falta de eficacia asociada a concentraciones deficientes
debidas a subdosificacién.

Lo antedicho se ratifica mediante la utilizacion de los mencionados parametros
farmacocinéticos para el desarrollo de esquemas terapéuticos. Asumiendo que los procesos
de absorcidon y de eliminacibn son de primer orden, el calculo de la concentracién
plasmatica promedio cuando se alcanza un estado de equilibrio durante una administracién

intermitente se estima mediante la siguiente ecuacién:

0 I'D
Piss) Cly T

Eq.1

donde E’; (ss) €8 la concentracion promedio cuando se alcanza el estado de equilibrio durante

una administracion intermitente y T es el intervalo entre administraciones. Los demas
simbolos fueron explicados anteriormente. Basandonos en la Eq.1. podemos de calcular la

dosis para obtener una concentracion promedio durante una administracién intermitente.

o CouClaT

F

Eq.2

La dosis de saturacion o de choque para alcanzar la concentracion promedio luego de la
primera administracién durante una administracion intermitente se estima por medio de la

siguiente ecuacion:

C V
(esp)
L AL Fq.3

donde D ¢ay es la dosis de saturacion, y G, esp €5 la concentracion plasmatica esperada.

En conclusion, resulta por demas evidente la importancia de la modelizacién en el
estudio de la farmacocinética de una molécula, ya que para la terapéutica el mero analisis
descriptivo no basta, sino que se debe conocer la mecanica de la cinética de una molécula y
de esa manera poder llegar predecir su comportamiento en base a las exigencias de la

terapéutica.
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IX.2. FARMACOCINETICA DEL RBZ EN BOVINOS Y OVINOS

La interpretacion de los parametros farmacocinéticos calculados a partir del analisis de
los perfiles de concentraciéon plasmatica obtenidos tras la administracion i.v. del RBZ en
ovinos y ovinos, permitioé establecer que el farmaco se comporta de manera similar en una y
otra especie. En base a eso, los diferentes perfiles plasmaticos hallados tras la
administracién de diferentes formulaciones por diferentes vias de administracion intra e
inter especie son originados solamente por diferencias en los valores de Fy por diferencias

en el orden y la velocidad del proceso de absorcion.

Considerando que en los mencionados experimentos se utilizaron los mismos animales,
se acepta que los volimenes de distribucion como los procesos de eliminacién (kio),
distribucién (k) y redistribucién (k) permanecieron constantes, es decir que la cinética de
la molécula no se modifica por el proceso de absorcion ni por la biodisponibilidad. Lo
anterior fue corroborado al realizar el ajuste de las concentraciones plasmaticas obtenidas
tras las administraciones iv., i.r. y s.c. de manera simultanea mediante un analisis
compartimental asumiendo la existencia de al menos dos compartimientos necesarios para

explicar la farmacocinética de la molécula.

En bovinos, el modelo permitié en las administraciones i.r. la discriminacion de un
fenomeno de absorcidon asimilable a un proceso de orden cero, ratifico la funciéon del reticulo
rumen como un sistema de liberaciéon sostenida de los BZDs administrados por via i.r. De la
misma manera el mismo modelo permitid caracterizar €l comportamiento de una
formulacién inyectable y estimar la velocidad con la que ¢l farmaco presente en solucion

ingresa a la circulacion general, la cual fue asimilable a un proceso de orden cero.

En el caso de los ovinos, la existencia de procesos de absorcién de primer orden tanto en
las administraciones i.r. como s.c., el modelo fue capaz de estimar las constantes de
absorciéon (koi) vy de pérdidas (koo} desde el sitio de absorcién, y a partir de las mismas
estimar el valor de F (koi/(kootko1). En base a lo expuesto, es claro que las diferencias
observadas en el comportamiento farmacocinético tras la administraciéon s.c. son
consecuencia de diferencias en el comportamiento de una misma formulacion inyectable,
probablemente debidas a diferencias en la reaccion del tejido subcutaneo de las especies
tratadas. En las administraciones por la via i.r., surge como evidente que la fisiologia
digestiva de ambas especies influye de manera significativa en la biodisponibilidad de este

tipo de compuestos y en la cinética de los procesos de absorcion.
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IX.3. COMENTARIOS ACERCA DE LAS HIPOTESIS

A manera de epilogo, creemos conveniente a presentar algunos comentarios a cerca de
las hipétesis que se plantearon al comienzo del trabajo.

En primer lugar, se planted la hipétesis de que la persistencia en plasma del RBZ
administrado por la via i.v. es menor a la que se obtiene luego de las administraciones i.r. y

S.C.

En el planteo de este supuesto se considero el efecto reservorio del rumen y por ende
que la permanencia del RBZ en plasma estaria condicionada por la duracién del proceso de
absorcidn, €l que a su vez estaria condicionado por la lentitud con que el RBZ abandonaria
el rumen hacia el sitio de absorcion en el tracto digestivo posterior. En segundo término, el
bajo pH de la solucidon inyectable nos hizo suponer que en el sitio de inyeccién se
producirian reacciones titulares que retardarian el ingreso del farmaco a la circulacion

sistémica.

Estos supuestos se corrgboraron tras la administracién en bovinos del RBZ en solucién
por via i.a. la que fue seguida de una rapida absorciéon, por lo que el tiempo permanencia
detectable en plasma fue idéntico al observado tras la via iv. (24 hs). Los resultados
obtenidos confirman que esta primera hipétesis es valida para las administraciones s.c. en
bovinos y ovinos, siendo en estos casos el tiempo de permanencia detectable en plasma de
36h. Para las administraciones intrarruminales del RBZ en suspension y solucién en

bovinos el tiempo de permanencia detectable en plasma exhibié el mismo valor.

La segunda hipoétesis que se planted fue que biodisponibilidad del RBZ administrado

como solucién por la via s.c. es mayor a la que se obtiene por la via t.r.

Este supuesto se planteé asumiendo que un farmaco administrado por via parenteral en
forma de solucién presenta grandes probabilidades de ser absorbido en su totalidad. Esta
hipétesis se corrobordé en ovinos. La ausencia aparente de una reaccion tisular manifiesta
en esta especie nos hace suponer que fue el factor que permitiéo que el RBZ permaneciera en
el sitio de inyeccion en forma de solucién facilitando de esa forma la casi completa
absorcion del mismo. Este no fue el caso observado en la especie bovina, en la cual la
enorme respuesta tisular observada (inflamacién y edema) se correspondié con un valor de
F (45 t 12%) similar al obtenido tras la administracion i.r. del RBZ ya sea como suspension

(38 + 12%) o como solucién (35 £ 16%)
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La tercera hipétesis planteada sugiere que la persistencia en plasma del RBZ
administrado por via s.c. es menor al hallado luego de su admiinistraciéon por via i.r.

Esta hip6tesis no fue confirmada ni en bovinos ni ovinos. En este caso hallamos que
sorpresivamente en el caso de los bovinos, la solucién inyectable de RBZ se comporté como
una formulacién de liberacidén sostenida, siendo el ingreso del farmaco a la circulacién
general asimilable a un proceso de orden cero, al igual que tras la administracién del RBZ
por via i.r. tanto como en forma de solucidn o suspension. En este caso el tiempo tedrico en
el que el proceso de absorcién finaliza estuvo determinado por le valor de tmax, €l que
presentd similares valores en las dos vias de administracién mencionadas. En ovinos, los
bajos valores de F obtenidos tras la administracién i.r. (27 + 5.6%) en contraposicién con los
elevados valores obtenidos tras la administracion s.c. (96 £ 9.5%) serian la causa de la corta

permanencia en plasma de concentraciones detectables.

La cuarta hipoétesis planteada propone que la biodisponibilidad y la persistencia del RBZ
en plasma luego de su administracion s.c. estan netamente vinculadas a la formulacién del

preparado.

Esta ultima hipétesis se ve claramente corroborada en base a los resultados obtenidos

en los diferentes estudios realizados y los conceptos anteriormente expuestos.

IX.4. CONCLUSION FINAL

En vista de los resultados obtenidos e los experimentos realizados, se ha cumplido el
objetivo general de esta tesis doctoral que ha sido el de realizar un estudio farmacocinético

del RBZ en las especies rumiantes bovina y ovina por medio del analisis compartimental.

En este sentido se ha obtenido toda la informacién que es posible generar a partir del
analisis compartimental de un perfil plasmatico intravenoso. A su vez esta informacion se
ha corroborado a la luz de los hallazgos reportados por diferentes autores. Esto demuestra
que un modelo farmacocinético utilizado correctamente es eficiente tanto en la descripcion
como en la explicacién mecanica de la cinética de un medicamento en un organismo

viviente.
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