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INTRODUCCION



El alcoholismo, desde el punto de vista més amplio, puede
ser considerado como una enfermedad ocasionada por la ingeata
reiterada de alcohol etfilico (1) que presenta un desarrollo
multifactorial, al afectar al organismo humano tanto en au

funcionalismo pasiquico como orgénico.

En el é&mbito sanitario pueden, pues, considerarse dos
vertientes distintas en cuanto a loa efectos ocasionados por
el alcohol. En primer lugar su capacidad de producir una
toxicomania caracterizada clinicamente por dependencia
psiquica, aumento de 1la tolerancia y dependencia fisica
expresada por un sindrome de abstinencia y por otra parte au
evidente accién téxica a través de alteraciones metabdlicaa
que conducen a una serie de trastornos sométicos y paiquicos
caracteristicoa del alcoholiasmo crénico, como hepatopatias,
pancreatitias, miocardiopatias, gaatritis, disminucién de la
resistencia a la infeccién, retraao del desarrollo del feto en
madres gestantes, polineuropatias, encefalopatfaa, delirium
tremens, etc. A eatoa efectoa se suman laa consecuencias
indirectas del consumc excesivo de alcohol que segin datos
recogidos por la OMS (2), se ponen de manifiesto por un
aumento importante en la incidencia de la delincuencia, en el
absentismo y baja productividad laborales y en los accidentes
de etiologia diversa (trédfico, domésticos .o industriales). No
resulta extrafio, puea, que exista una constante preocupacién
por parte de la OMS en el eatablecimiento de programas de
actuacidén frente al problema del alcoholiasmo, con objeto de
encontrar las soluciones més adecuadas a los problemas que el

consumo de alcochol plantea.

Desde el punto de viata clinico, el alcoholismo se
instaura en el miamo momento en que existe wuna pauta de
ingestién de bebidas alcohdélicaa andémala o peligrosa para la
salud (1); sin embargo resulta dificil en una sociedad como la

nuestra en que existe libre consumo de alcohol establecer loa

-2 -



limites a partir de los cuales debe considerarse la conducta

del individuo como patolégica.

Existen en la bibliografia especializada varias clasifi-
caciones de los tipos de alcocholismo, que en general se basan
en la forma de adquisicién, manifestaciones clinicas y en el
distinto papel gque en cada caso juegan los diversos factcores
patogénicos. Quizds una de las méds conocidas ea la de Jellinek
(3);este autor diferencia cinco tipoas de alcoholiasmo basé&ndose
en el cuadro sindrémico presentado, cada uno de caracteris-
ticas propias, pero que en circunstancias determinadas se
puede evolucionar de uno a otro. Alonso Ferndndez (4), sin
embarge, hace referencia a la conducta alcohélica distin-
guiendo entre bebedor excesivo regular, bebedor alcoholémano y.

bebedor psiquico.

Actualmente existen varios criteriocs para valorar el
abuso de alcohol que resultan de gran importancia clinica,
puesto que proporcionan datos objetivos y permiten al clinico

actuar con més conocimiento de causa.

Tal como se ha venido mencionando, el enfermo alcochélico
sufre trastornos orgénicos y psiquicos. El alcohol ingerido no
puede almacenarse en el organismo, constituyende un aporte
calérico que debe ser oxidado necesariamente. En el ESQUEMA 1
se muestran las etapas implicadaa en el metaboliamo del

etancl, las cuales involucran a dos sistemas enziméticos (S5),

La velocidad de transformacién de la primera etapa es més
lenta gque la subsiguiente, resultando ser el paso limitante de
la velocidad del  proceso de oxidacién global del etancl a
4cido acético.

Aunque el equilibrioc de la reaccién catalizada por la

alcoholdeshidrogenasa, se encuentra desplazado hacia la
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izquierda, la oxidacién etanélica ocurre debido a la répida
desaparicién del acetaldehido, mediante un proceso irrever-

sible catalizado por una aldehidodeshidrogenasa.

ADH# ALDH=
CH3CH20H « » CH3CHO » CH3COOH

ESQUEMA 1. Etapas del metabolismo del alcohol etfilico.
#= ADH Alcoholdeshidrogenasa. ALDH Aldehidodeshidrogenasa.

Se han realizado diversos estudios sobre laas aldehido-
deshidrogenasas de mamf{feros con el fin de aislar, purificar y
caracterizar dicho enzima. Aaf{ Feldman y Weiner (6) purifi-
caron una aldehfdodeshidrogenasa de higado de caballo.
Posteriormente Eckfeldt y col. (7) trabajando con la misma
especie animal lograron purificar y caracterizar dos isocen-
zimas, uno de elevada afinidad (Kpn 0.2 pM) y otro de baja
afinidad (Kp 70 pM) frente al acetaldehido respectivamente.

Kraemer y Deitrich (8) aislaron y purificaron parcial-
mente un enzima hepdtico humano, pero no hallaron evidenciaa

de la existencia de isoenzimas adicionales.

Greenfield y Pietruszko (9) hallaron dos iscenzimas de la
aldehfidodeshidrogenasa hepédtica humana, presentando analogfaa
con los estudiados por Eckfeldt y col; asi el primeroc de ellos
se caracteriza por poseer un valor de K elevado frente al
acetaldehido (0.1 mM a pH 9.5), mientras que el segundo
pregsenta un valor de Kp bajo (2-3 pM a pH 9.5).

Parece estar bien eatablecido que la primera etapa de la

oxidacién del etanol ocurre en el citoplaama; sain embargo,
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existen discrepancias entre diversos autores respecto a la
localizacién intracelular de la segunda etapa de la oxidacién

del etanol.

En experiencias llevadas a cabo con higado de cordero, se
puso de manifiesto gque la actividad enzimética de la aldehi-
dodeshidrogenasa se localiza principalmente en el citoplasma y
en las mitocondrias y en menor proporcién en los microsomas,
apreciéndose diferencias entre los enzimas presentes en cada
una de las fracciones saubcelularea (10). Sin embargo,
Marjanen (11) afirma que las mitocondrias de higado de rata
contienen la mayor parte de la actividad celular del enzima.
En presencia de etanol la cantidad de NAD citoplasmética puede
verse limitada y, como consecuencia la segunda etapa del
metabolismo puede ocurrir en las mitocondrias. Lo que ai es
cierto es que la oxidacién del acetaldehfdo ocurre principal-
mente en el higado, a pesar de la presencia de ALDH en otroa

érganos.

Ensayos "in vitro" efectuadoa con eritrocitos humanoa pusieron
de manifiesto la presencia de una aldehidodeshidrogenasa de Kp
0.7 mM a pH 7.4, similar al isocenzima hepédtico de elevada Kp
frente al acetaldehido (12).

En eritrocitos de rata ase aislé, aunque no se purificé,
una aldehfdodeshidrogenasa (K 170 pM a pH 7.4) capaz de
oxidar el acetaldehido; no obstante, la oxidacién del acetal-
dehf{do en 1los eritrocitos representa menos de un 1% del

metabolismo hepético de dicho compuesto (13).

Por otra parte, el etanol puede metabolizarse también por
el asistema microaomal hepético, localizado en el reticulo

endoplésmico, precisando para ello NADPH y oxigeno.



Una alcoholemia elevada provoca la reduccién del poten-
cial redox celular, alterdndoae el metaboliamo intermediario y
dando lugar a un aumento del 4&cido WdGrico y del lactato
sanguineocs . Los cambios méas frecuentes se dan en la sintesais
y oxidacién de é&cidoa grasos (14). Asf, la administracidén
crénica de etanol en ratas produce easteatosis debido a una
disminucién de la oxidacién lipidica, provocada, a su vez, por
el aumento de la relacién NADH/NAD hepéticos, después de la
oxidacién de alcochol via aldehfidodeshidrogenasa. Se observa
también una mayor actividad del asistema de oxidacién micro-
somal que justifica el aumento de colesterol y la sinteaisa

lipoproteica.

La acumulacién de grasa explica el frecuente hallazgo de
hepatomegalia en loa consumidores habitualea de alcchol, pero
ello no supone que deba progresar a una enfermedad hepética
méa grave. Por el contraric, exiasten efectoa citopéticos
provocados por la acumulacién en mitocondria y citosol de
acetaldehfdo, siendo é&ste m&s liposoluble, reactivoe vy téxico
gue el propio etancl. Dicha substancia lesiona las membranas y
ocasiona necrosis celular que, a su vez, puede estimular una
reaccidén inflamatoria con respuesta inmunolégica y formacién

de colé&geno (15).

El papel que juega el acetaldehidoc en el alcoholismo
crénico puede ser notable. Raskin (18) se planteé, hace ya
algunos safios, la siguiente pregunta al tratar el tema del
alcoholismo: ; Estamos ante un problema de alcocholismo o de

acetaldehidismo 7

Los trastornos de tipo psiquico observados en el paciente
alcohélico se caracterizan por disminucién de la capacidad
intelectual, alteracionea de carédcter, anaiedad, celotipia y

anorexia, terminando en delirium tremens.



En la terapéutica del etilismo crénico se requiere la
supresién inmediata de la ingesta de alcohol, el restableci-
miento del déficit nutricional y la correccién de las altera-
ciones metabdélicas. Para conseguir estoa objetivos, existen
diversas estrategias de actuacién, destacando entre ellas el
tratamiento farmacolégico, dentro del cual se incluye la
terapia aversiva y la readaptacién gracias a la psicoﬁerapiu,

ya sea individual o de grupo.

La terapia aversiva ae basa en provocar una reaccién
desagradable simulténeamente o posteriormente a la ingesta
alcohélica (1). Naturalmente, eate tipo de tratamiento no debe
aplicarse de forma aislada, s8ino como coadyuvante de la
psicoterapia (17). Aunque en principio se utilizaron férmacos
emetizantes para inducir este tipo de reacciones, actualmente
se acude principalmente a fédrmacoas capacea de inhibir el
metaboliamo del alcohol (18). Concretamente, loa inhibidorea
de la aldehidodeshidrogenasa hepdtica constituyen un grupo
bastante heterogéneo de subsastancias, deasde el punto de vista
quimico, que se caracterizan todaa ellas por inducir en
presencia de etanol el denominado " sindrome téxico del
acetaldehido ". Sin embargo, la toxicidad de muchas de esatas
substancias o bien su accién farmacolégica propia no permiten
gu utilizacién en el tratamiento del alcoholiamo crénico, en
el gque interesan féarmacos de cuya interaccién con el metabo-
lismo del etanol resulte un cuadro de intolerancia aguda

marcada y con una toxicidad minima.

El disulfiram (19) ha saido uno de loa fédrmacoa mas
ampliamente utilizadoa en este asentido. Su accién se debe a
una inhibicién competitiva de la ALDH de elevada afinidad
frente al acetaldehfdo. En animalea de experimentacién se
requieren dosis orales superiores a 150 mg/kg para conseguir
eata accién. Dicha inhibicién ea prédcticamente irreversible,

siendo necesaria sintesia '""de novo'" para la recuperacidén de la
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actividad enzimética. En consecuencia, los efectos de la
interaccién disulfiram-acetaldehido, cuya intenaidad depende
de la cantidad de etanol ingerido y de 1la dosias de féarmaco
administrado (20), pueden prolongarse hasta 3 o 4 dfias después
del tratamiento. Por otra parte, este farmaco no es totalmente
inécuo. Cabe destacar su inhibicién, también de tipo competi-
tivo, del enzima dopamina-f-hidroxilasa que 1lleva a una
disminucién de la sintesis de noradrenalina en laa termina-
cionea adrendrgicas y que puede desencadenar un cuadro

hipotensivo grave (21).

La severidad de la reaccidén disulfiram-etanol dié lugar a
la bisqueda de nuevas substancias de propiedades similares a

eate farmaco, pero capaces de dar una respuesta més moderada.

La cianamida, carbimida, cianogenamida o amidocia-
négena (22) presenta ventajaa reapecto al diaulfiram, ventajaa
que avalan au utilizacién en clinica. Los efectoa de la
reaccidén cianamida-etanol son similares a los del disulfi-
ram (23) pero menos intensos, mé&s controlables y es dificil
gue se presente un cuadro hipotensivo grave, puesto que dicho
f&rmaco no inhibe el enzima dopamina-f-hidroxilasa (24). La
inhibicién méxima de la aldehidodeshidrogenasa se alcanza
entre la primera y segunda hora después.de la dosificacién

recuperdndosgse el 80 %X de la actividad enzimética a las 24

horas.

La cianamida inhibe totalmente 1la ALDH hepédtica de Kp
baja y en menor proporcién el isoenzima de Kp elevada, asiendo
més especifica que el disulfiram en eata accién (25). Aungue
en un principio se conocfa dicha inactivacién, no se habian

eatablecido suas basea molecularesa.

Kitson y Crow (26) realizaron ensayos “in vitro" e "in

vivo" con objeto de estudiar 1los mecaniamoas quimicosa que
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participan en la interaccién cianamida-etancl llegando a la
conclusién de que no es el f&rmaco inalterado el responsable
de la inactivacidén del enzima, sino probablemente uno de susa
metabolitoa. Resultados anélogos obtuvieron Dieitrich y
col. (27) trabajando con aldehidodeshidrogenasa hepédtica de
buey.

Con objeto de identificar el metabolito activo de la
cianamida y partiendo de la premisa de que se trataba de una
carbodiimida, Shirota y col. (28) administraron dimetilciana-
mida en ratas. Se observé una inhibicién retardada de la
actividad ALDH de K baja con respecto a la cianamida vy un

aumento de loa niveles de acetaldehido sanguineo.

En un ensayo "in vitro" efectuado con mitocondriaa de
higado de rata, la miasma subatancia apenas inhibié al enzima,
mientras que el compuesto n-propilcianamida lo hizo en un 83 %

frente a un 99 % debido a la cianamida.

Se supone que la actividad de la dimetilcianamida se debe
probablemente a su correspondiente producto monodeametilado,
proceso que ocurre en el sistema microsomal hepético; sin
embargo, dichoe metabolito requiere todavia una posterior
activacién en la que quizds jJuegan un papel importante laa

mitocondrias.

Experiencias llevadas a cabo con n-acilderivados de la
cianamida en ratas, demueastran gque mecanisticamente dichoa
compuestos se comportan igual que la cianamida, puesto que se
supone una liberacién de la misma "in vivo'; no obstante la

duracién de la accién ea méas prolongada (29).

Segin Demaster y col. (30) tanto laas mitocondrias como el
aistema microsomal hepédtico contribuyen a la activacién de la

cianamida.



Parece ser que existen unos requerimientos estructurales,
de forma que Unicamente lasa dianamidaa no aubatituidaa o bien
monocalquilicas resultan ser activas. Por otra parte, el hecho
de gque tanto la cianamida como sau metabolito urinario N-
acetilcianamida sean inactivoas frente a la aldehidodeshidro-
genasa, sugiere la existencia de uno o mds mecanismos de
activacién de la cianamida distintos a la acetilacidén o

conjugacidén (31).

Ante estos resultados se propusoc un segundo camino
metabélico, aunque minoritario, que llevé al enzima catalasa.
Eate, podrf{a estar implicado en el mecanismo de activacidén de
la cianamida. A pesar de que el féarmaco inhibe también a la
propia catalasa, existe una buena correlacién entre 1la
actividad catalasa hepética y loa nivelea de acetaldehido
sanguineoc. Se deaconoce con aeguridad ai eate enzima ea el

Ginico implicado en la bicactivacién de la cianamida.

Con reapecto a la inhibicién de la catalaaa producida por
el propio fé&rmaco, cabe deastacar que el etanol parece ejercer

una accién protectora y permite la biocactivacidén (32).

Es preciso, por tanto, seguir investigando en esta linea
con el fin. de caracterizar mejor el papel de la catalasa,
describir su inhibicién por la propia cianamida e identificar
definitivamente el metabolito activo de ésta.

Hasta el presente, los estudios sobre el comportamiento
farmacocinético de la cianamida se han llevado a cabo mayori-

tariamente en animales de experimentacién.

Enasayos realizadoa en ratas tratadas intraperitonealmente
con cianamida marcada con 14C, han puesto de manifiesto que la
radiactividad =se localiza principalmente en el higado, una

hora después de la administracién (27). Los porcentajes de
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excrecién de dicha radiactividad determinados en orina y en el
aliento 6 horaa deapués del tratamiento son de un 9S4 %X y un
1.4 %, respectivamente. Los agentes responsables de tales
niveles de radiactividad son, por una parte, un pequefic
porcentaje del propioc férmaco, pero mayoritariamente su
metabolito, identificado como N-acetilcianamida por Shirota y
col. (31).

Segin dichos autores, la conversién de cianamida en su
producto acetilado estd& catalizada por una .N-acetiltransferasa
hepé&tica dependiente del acetil-S-CoA. El citado metabolito
carece de actividad frente a la aldehidodeshidrogenasa de baja
Kmn, lo cual estéd de acuerdo con las afirmaciones de Deitrich y
col. (28). Lo cierto ea que la acetilacién representa una via

de eliminacién del férmaco.

La capacidad de acetilacién del enzima N-acetiltrans-
ferasa varifia en funcién de la especie; se sabe que en el perro
presenta una baja actividad respecto a otras especies animales
(31). Queda todavia por descubrir si existe polimorfismo
genético en el hombre en lo que respecta a dicha acetilacién,
hecho de gran importancia de cara a optimizar la eficacia del

férmaco y prevenir al méximoc sus efectos téxicoas.

Los primeros resultados hallados, en lo que se refiere a
disponibilidad del fé4rmaco, indican una rdpida abaorcién del
mismo, a través del tracto gastrointestinal, despuéa de su
administracién oral en ratas. La concentracién plasmética
maxima se alcanzé a los 60 minutos y se eatimé una semivida

aparente de eliminacién de 92 minutoa (33).

Obach y col. (34) en eastudioca farmacocinéticoa de la
cianamida en rata, han determinado laa concentracionea de

f&rmaco en sangre total mediante la técnica analitica descrita
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por Buyske vy col. (35), asi como los niveles de excrecidén
biliar tras la administracién de dosia intravenosas de 17.5,
35 vy 70 mg/kg. Los resultados obtenidos por dichos autores,
ponen de manifiesto un carécter bicompartimental, as{ como una
cinética dosis-dependiente, para la cianamida en el &mbito de
dosis ensayadas con los parametros farmacocinéticos no cons-
tantea para ninguna de ellaa. La excrecién biliar, por el
contrario, ocurre a velocidad conastante e independiente de la
dosis, aiendo las cantidadeas totales excretadas en bilis
proporcionales a las dosis al tiempo gque su magnitud eas
irrelevante. Luego se asume la existencia de una cinética de
eliminacién de primer orden que no es la responsable de la no

linealidad cinética que presenta el farmaco.

La cianamida presenta una especial afinidad por loa
hematies. En 1la rata, 1los niveles intraeritrocitarios de
cianamida son elevados y su semivida de desaparicidén muy
superior a la semivida plasméatica (36). En el conejo, se
obtuvieron resultados similares que apuntaban a gque loa
niveles intraeritrocitarios de cianamida perduraban més que

los niveles plasmaticos (37).

La localizacién intraeritrocitaria de 1la ALDH (13) y el
hecho de que 1los niveles plasmidticos de cianamida no se
correlacionan con el efecto farmacoldégico de la misma,
permiten la hipétesis de que los eritrocitos puedan jugar un
papel importante en el comportamiento farmacocinético y en la

accién farmacolégica de dicho farmaco (38).



OBJETIVOS Y PLAN GENERAL DE TRABAJO

El hecho de no disponer hasta hace relativamente poco
tiempo, de una técnica analitica lo suficientemente sensible y
especifica, ha obligado a estudiar el comportamientoc farmaco-
cinético de la cianamida tras la administracién de dosis
superiorea a las que normalmente se utilizan en terapeldtica.
Por dicho motiveo, no se conocen todavia las caracteristicas
farmacocinéticas de este farmaco en las condicionea vya

citadas.

Disponiendo de los datos farmacocinéticos previos vy
puesto que se ha establecido un método analitico de cromato-
grafia liquida de alta resolucién (HPLC) sensible y especifico
para la cianamida (39), nuestro interés se centré en la
aplicacién del miamo a la deteccidén de los niveles plasméticos
del férmaco, utilizando el perro como animal de experimen-
tacién, tras su administracién a las dosis normales en

clinica.

La determinacién de los distintos parémetros farmacociné-
ticos de la cianamida permitir& abordar con mé&s seguridad
poateriores estudios en el hombre, con 1la posibilidad de
establecer los regimenes de dosificacién mé&s adecuados y
evitar al méaximo sus efectos téxicos en el tratamiento

aversivo del alcoholismo crénico.

El plan de trabajo a seguir ea el gue se resume a

continuacidén:
1. Puesta a punto de la técnica analitica comprobando la

precisién y exactitud del método en nuestras condiciones

experimentales.
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Estudio farmacocinético de la cianamida tras su adminis-
tracién intravenosa al perro a las dosis de 1, 2 vy
4 mg/kg:

- Ajustado de los modelos farmacocinéticos a los datos
experimentales y eleccién del modelo més probable.

- Obtencién de los principales pardmetros farmacocinéti

cos en funcidén del modelo seleccionado.

- Célculo de los pardmetros farmacocinéticos mediante el

método no compartimental de loa momentos estadisticos.

Estudio farmacocinético de la cianamida tras su adminis-

tracién oral al perro a una dosis de 4 mg/kg:

~ Ajustado de los modelos farmacocinéticos a los datos
experimentales y eleccién del modelo m&s probable.

- Determinacién de 1los principales parédmetros farmaco

cinéticos en funcién del modelo seleccionado.

- Eatimacién de la biodiaponibilidad en magnitud y en

velocidad.

- Célculo de los parémetros farmacocinéticos que no

dependen de un modelo determinado (momentos estadisti

cos).

Estudio de 1la linealidad cinética del féarmaco en el

&mbito de dosis ensayadas por via intravenosa.

Discusién de los resultados y conclusiones.
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1.1. MEDICAMENTO SELECCIONADO

El fé4rmaco utilizado ha sido la cianamida, un inhibidor
de la aldehfdodeshidrogenasa, empleado comoc coadyuvante en el
tratamiento aversivo del alcoholismo crénico y cuyaas propie-

dades se exponen a continuacién.

Estructura y propiedades fisico-quimicas

La cianamida también conocida gquimicamente como carbimi-
da, carbodiimida, cianogenamida o amidocianégeno, es una
asubatancia sélida y delicueacente que se presenta en forma de

cristales ortorrdmbicos y alargados de color blanco.

Posee un pesc molecular de 42.04 y una densidad de 1.282,

aiendo su fdérmula empirica CH2N2o.

La eastructura molecular de dicho compueato, que pertenece
al grupo da simetrfa Cg, ha podido aser elucidada mediante
espectroascopi{ia Infrarroja y Raman. Estas técnicaas demueatran
que la eatructura del grupo N-Cs=N es lineal, halléndose fuera

del plano el grupo NH2.

En la FIGURA 1.1 ae detallan loa principales parémetros
estructurales de la cianamida, indicéndose las distancias y

los éngulos de enlace correspondientes.

Su espectro de absorcién UV, presenta un pico de absasor-
bancia débil por debajo de 230 nm, mientras que la aparicidn
del mé&ximo depende del pH de sus soluciones acuosas, o bien
del disolvente utilizado.

Su hidrosolubilidad a temperatura ambiente ea elevada,
aunque dicha propiedad experimenta una conaiderable variacién

frente a la temperatura, tal como se muestra en la FIGURA 1.2.

..21..



Por otra parte, también es muy soluble en éteres, alcoholes,
fenolea, aminas y éateres; ea ligeramente soluble en benceno,
aulfuro de carbono e hidrocarburos halogenados de cadena corta

Y pré&cticamente insoluble en n-hexano y ciclohexano.

Zz
z-..

1.42A
I’ﬂ“\
P, WL e FIGURA 1.1. Principales
H 10647 parémetroa eatructurales de

la cianamida.

Su punto de fuasién oscila entre 45 y 46°C y posee un
indice de refraccién de 1.4418 (a 48°C).

Para au correcta conservacién debe mantenerse en reci-
pientes de cierre hermético, en lugar fresco y preservada de

la luz y la humedad.

Ea muy irritante y cadatica y ataca a varios metales,
entre elloas, al hierro, cobre, plomo y también al acero

inoxidable; no afecta 'al vidrio, ni utensilios de hierro

esmaltado.

En soluciones acuosas, la cianamida es relativamente
eatable a valorea de pH comprendidoa entre 4 y 6; sin embargo,

ae poiinnriza, dando diciandiamida, en soluciones alcalinas,
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mientras que a valores de pH inferiores a 2 se tranasforma en

urea.
La cianamida utilizada ha sido cianamida Fluka lote
1-8777.
n
i !
‘ [
o ®
- /
g ” /
g /
[ ]
=4
a e
5 FIGURA 1.2. Solubilidad de la
= / cianamida en agua en funcién
de la temperatura.
-ﬂ‘ 0 4 L] ] 100
g/100 g de solucién

1.2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

El eastudio farmacocinético de la cianamida se ha llevado

a cabo en una especie animal no roedora, el perro.

Se han utilizado perros Beagle machos, de pesos compren-
didos entre 9 y 16 kg, mantenidos en ayunaa y con agua "ad

libitum' durante las 12 horas anteriores al ensayo.

Se emplearon S animales por dosis, tanto en la admi-
nistracién intravenosa como en la oral, dejando tranacurrir un
'tianpo prudencial de una esemana entre amboas tratamientos,
perfiodo superior a 10 veces la semivida biolégica de este

principio activo en esta especie animal.

La eleccién del perro como animal de experimentacidén en
este trabajo se basa en la poasibilidad de eatimar cinéticas
individuales completas y, por otra parte, permite gque el mismo
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animal pueda someterse al tratamiento por ambas vias de
administracién; esto es importante para estudioa posteriorea
de biodisponibilidad del féarmaco. Es conocido ademé&a que el
perroc ea la especie animal m&s sensible a loa efectoa téxicoa

de la cianamida (1).

1.3. TECNICAS BIOLOGICAS

En eate apartado se describen loa materiales utilizados

en loa ensayos farmacocinéticos, as{ como la metédica seguida.

1.3.1. MATERIALES

1.3.1.1. Material

1. Jeringaa desechablea de S5 y 20 ml de capacidad con aguja
0.8x40 cono LUER (Ico-Steril), para la toma de mueatras.

2, Jeringa hipodérmica de 10 ml de capacidad con aguja
0.7%x30 cono RECORD (Ico-medical), para la adminiatracién
del férmaco via intravenoaa.

3. Jeringuillas de insulina para la administracién del
f4rmaco via oral (Ico-Steril).

4. Algodén hidréfileo enrrocllado.

S. Bolas de vidrio Trennmittel Merck (Art. 10 103), para la
centrifugacién de las mueatras de sangre.

6. Cronémetro comprobado para el control del tiempo durante
la toma de muestras (Scharlau).

7. Tubos de centrifuga de 10 ml de capacidad (VITROLAB).

8. Tubos de 10 ml de capacidad (PYREX) provistos de tapén de
rosca y septum de teflén, para la extraccién de las
muestraa con acetato de etilo.

Q. Tubos de fondo cénico de 3 ml de capacidad (AFORA
V-3995S5) provistos de tapén de rosca y septum de teflén,
para la evaporacién de las mueatraa y reaccidén de

dansilacién.
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10.

11.
12.

13.

la.

15.
1s.

17.

18,

19.

20.

21.
22.

Tubos de 4 ml de capacidad (ref. 72710), provistos de
tapén de roaca con septum de tefldn.

Viales de 300 pl de capacidad (ref. 72704).

Muelles para sostener los vialeas de 300 pl de capacidad
en el interior de loa tubos de 4 ml de capacidad, hecho
que permite la inyeccién de volimenes de SO a 10 pl en el
anélisis cromatogré&fico de las mueatras.

Matraces aforadoa de 10, S0, 100, S00 y 1000 ml de
capacidad, para la preparacién de laa distintaa solucio-
nes utilizadas.

Tubos de ensayo de 25 ml de capacidad, para la prepara-
cién de las soluciones patrén.

Probetas de 100, 500 y 1000 ml de capacidad.

Pipeta autom&tica de 1-5 ml de capacidad (Finnpipette,
JOVALSA).

Micropipeta automédtica de 25-100 pl de capacidad (JUS-
TOR) .

Micropipeta automédtica de 200-1000 pl de capacidad
(JUSTOR) .

Puntas deshechables de pipeta y micropipetas autométicas.
Filtroa Millipore FH de 0.45 um de tamafio de poro.
Filtros Millipore MF de 0.50 pm de tamafio de poro.

Hielo sintético para la conaervacién de laa muestras de

plasma a -78° C.

1.3.1.2. Aparatos auxiliares

Se han utilizado como aparatos auxiliares:

Béscula para pesar los animales y con ello conocer el
volumen de solucién de férmaco a administrar.

M&quina rasuradora OSTER Modelo A-500 para visualizar las
venaa cefdlicaa de laa extremidadea del animal.
Centri{fuga HERAEUS LABOFUGE 6000 para la separacién del

plasma de las muestras de sangre extraidaa.
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10.

Balanza de precisién monoplato METTLER Modelo H-54 para
la pesada de las distintas cantidades de substancias
utilizadas tanto durante el ensayo farmacocinético como
en el proceao analitico, previamente a su disolucién.
Bafio de ultrasonidoa SELECTA, para la desgaaificacién de
disolventes y disolucién del residuo de los extractos
plasmédticosa.

Agitatubos HEIDOLPH.

Agitador HERON para la extraccién de fAdrmaco del plasma.
Placa de evaporacién- con termostato, provista de un
dispositivo de aplicacién de corriente de gas inerte de
forma individual para cada muestra, para la evaporacién a
sequedad de loas extractos plasméticos.

pHmetro RADIOMETER M-27 para determinar y controlar el pH
de las soluciones tampén requeridaa.

Cromatégrafo liquido de alta resolucién de la firma
WATERS ASSOC. (Mildford, MA, U.S.A.) equipado con los
siguientes elementos: a) doa bombas Modelo M-510 y M-4S5,
b) una columna pBondapak C1g Radial-Pak (10x0.8 em I.D.,
disdmetro de particula 10 pm), ¢) una precolumna Guard-Pak
(ref. 85824), d) un inyector automdtico WISP 710B, e) un
sistema controlador compuestc por un ordenador Digital
Profesional 380 y un System Interface Module y £f) un
detector fluorimétrico Modelo M-420 AC, para la valora-

cién de las muestras.

1.3.1.3. Reactivos

1.
2.
3.
4.
S.

6.

Carbonato aédico (Art. 6392 Merck).

Bicarbonato aédico (Art. 6329 Merck).

Foasfato bipotésico (Art. 5101 Merck).

Fosfato monopotésico (Art. 4871 Merck).

Citrato aédico dibdaico 1.5-hidrato para anédliais
(PANREAC) .

Acetato de etilo (Art. 868 Merck).
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7. Acetonitrilo para HPLC (Scharlau).

8. Metanol para HPLC (Scharlau).

9. Acetona para andlisis (Scharlau).

10. Cloruro de dansilo (Art. 3094 Merck).

1.3.1.4. Soluciones para el ensayo

Se utilizé una aolucién acucsa de citrato sédico al 20 %X
como anticoagulante, empleéndose SO pl de la miasma por cada 4

ml de muestra de sangre extraida.

La elevada hidrosoclubilidad de la cianamida permitidé que
el farmaco pudiera administrarse en forma de solucién acuosa

gue se prepardé el mismo dia del ensayo.

El agua utilizada como vehiculo en todas las disoluciones

preparadas era bidestilada y purificada a través del sistema
Milli-Q (Millipore Ibérica S.A.), con una resistividad de
18 MQOxcm.

a) Administracién intravenocsa

Se prepararon tres socluciones de férmaco de concentra-
cionea 8, 4y 2 mg/ml ; para ello se pesaron analiticamente
400, 200 y 100 mg de cianamida, respectivamente, que se disol-

vieron en agua enrasando hasta 50 ml en matraz aforado.

Las dosis de principio activo administradaas por via
intravenosa fueron de 4, 2 y 1 mg/kg, lo que egquivala a
inyectar 0.5 ml/kg de cada una de laas aoluciones medicamento-

sas anteriormente descritas.
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b) Administracién oral

Se administré una dosias oral de 4 mg/kg. Loa animales
recibieron 0.5 ml de la solucién medicamentoaa preparada
pesando analiticamente laa correspondientes cantidades de
cianamida, en funcién del pesoc del animal, para ser disueltas

en 1 ml de agua.

1.3.2. METODQS

Seguidamente se expone la metédica empleada para la
adminiatracién del férmaco, previa preparacién del animal, y

en la toma de mueastraa.
1.3.2.1. Administracién del férmaco

1.3.2.1.1. Preparacién del animal

El animal, una vez pesado, se coloca en una habitacién
ajaslada y con todo el material disponible para la adminiatra-
cién y toma de muestras; luego se procede a rasurar sua
extremidadea anteriores con el fin de visualizar sendas venas

cefélicas.
De una de ellas se toma una muestra de sangre de 20 ml
que proporciona el plasma suficiente para tener un blanco, aai

como para la confeccién de loas patrones de 1la recta de

calibracién.

1.3.2.1.2. Administracién de las soluciones
a) Adminiatracién intravenosaa

Una vez preparado cada animal se procede a la adminiatra-

- 28 =



cién de la solucién de medicamento por una de laa venas

cefdlicas.

Para ello se presiona la vena en au parte proximal con el
fin de gque se dilate, luego se inyecta la solucién dejando de

presionar al mismo tiempo.

La inyeccién intravenosa ae ejecuta con rapidez (bolusa
intravenoso) y hacia la mitad de la misma se pone en funciona-
miento el crondémetro, considerando este instante como tiempo

ceroc de la experiencia.

b) Administracién oral

La administracién oral se realiza mediante jeringuilla de
inaulina deaprovista de aguja. Eata, conteniendo 0.5 ml de la
aolucién de medicamento, s2e introduce en la cavidad bucal y
hasta el fondo de la misma; inmediatamente despuéa, se le
cierra la boca para evitar cualquier posible expulsidén del

farmaco.

1.3.2.2. Toma de muestras

La toma de muestraas se efectua por la vena cefdlica de la
extremidad contralateral a la que se inyecté la soclucién del
fdrmaco, siendo indiferente en el casoc de la administracién
oral. Si se presentan dificultadea con dicha extremidad ea
aconsejable no utilizar la correspondiente a la administracién

antes de loa 60 minutoa posteriorea a la miama.

Laa extracciones se realizan con jeringaa de S ml de
capacidad con aguja 0.8x40, previamente lavadaa con asclucién
anticoagulante. Se inician quince segundoa antes del tiempo
previsto y se prolongan hasta quince segundoa despuéa de dicho

instante. Se anotan los tiempoa exactos de toma de muestras.
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Para facilitar la operacién conviene antes conocer la
direccién de la vena y presionar por la parte proximal de la
misma, sujetando bien la extremidad, evitando asi que se pro-
duzcan lesiones en laa paredea vascularea internaa, gue puedean
dificultar extracciones posteriores, ante cualquier posible

movimiento del animal.

Inmediatamente después de sacar la aguja, se presiona la
vena en el lugar de inyeccién durante unoa instantea, para que

no sangre ni se formen hematomas.

1.4. TECNICAS ANALITICAS

En easte epigrafe se detalla el tratamiento de las muesatras
de plasma y el método de valoracién de loa niveles de ciana-

mida en dicho fluido bioldgico.

1.4.1. Preparacién de las muestras

A las mueatras de sangre extrafdaa ae adicionan 0.25 g de
Trennmittel Merck (Art. 10 103), centrifugando luego a 4000
rpm durante 15 minutoa. Se separan 0.5 ml de plaama de cada
una de las muestras problema y se depoaitan en tubos de vidrio
roacados adicionando seguidamente 0.1 ml: de agua en cada uno.

Finalmente se guardan en hielo seco haasta el dia del anéliais.

El plasma de la muestra blanco aervir& para confeccionar
loa eaténdars de la recta de calibracién tal como se indica en

el apartado 1.4.2.

1.4.2. Socluciocnes patrén

Se preparan soluciones esténdar de cianamida cuya adicién
al plaama obtenido de los animales antes de ser sometidoa a

tratamiento, permite confeccionar 1la recta de calibracidén.
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Mediante interpoclacién en ésta, se podrén conocer los niveles
de fé&rmaco en las muestras extrafidas a diferenteas tiempoa. Se

procede del asiguiente modo:

A partir de una solucién madre de 100 mg/ml de cianamida
y mediante sucesivas diluciones se preparan solucionea patrdén
de 2.5, 1, 0.5, 0.25 y 0.125 pg/ml de cianamida.

Se adicionan 0.1 ml de cada una de ellaas asf como 0.1 ml
de agua en 6 tubos de vidrio, debidamente rotuladoa, conte-
niendo 0.5 ml de plaama cada uno. De este modo se cobtienen los
estdndars de la recta de calibracién de concentracionea de

S00, 200, 100, 50, 25 y 0 ng/ml, respectivamente.

Tanto las soluciones patrén como los eaténdara de la
recta de calibracién se preparan el mismo dfia del ensayoc y se
conservan, junto con las nuestras de plaasma a valorar, en

hielo seco, haata el dfia del ané&liaia.

1.4.3. Soluciones para el ensayo

a) Solucién reguladora de carbonato aédico-bicarbonato sédico
0.2 M (pH 9.0)

Se pesan analiticamente 2.12 g de carbonato sédico (A) y
1.68 g de bicarbonato sédico (B), anhidros. Se depositan ambas
substancias en sendos matraces aforados y se disuelven en agua
enrasando hasta un volumen final de 100 ml. Se toman 10 ml de
la solucién correspondiente a A y el resto se completa con la
solucién correspondiente a B en un matraz aforado de 100 ml.

Una vez finalizada la operacién se comprueba el pH.

b) Soclucién reguladora de foafato potéaico 10 mM (pH 7.0)
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Preparacién de la solucién stock de fosfato potésico 100 mM

En dos matraces aforadoa de S00 ml de capacidad se
preparan sendaas disolucionea de foafato bipotéaico (solucién
A) y fosfato monopoté&sico (solucién B) anhidros, peaandé
17.418 g y 13.609 g de cada una de las substancias respecti-
vamente. A continuacién se toman exactamente medidoa 305 ml de
la solucién A y 195 ml de la solucién B que se depositan en un

matraz aforado enrasando hasta el volumen final de 1 litro.
Preparacién de la soluci a foasfato potésico 10 m

A partir de la solucidén atock de foasfato potésico 100 mM

ae hace una dilucién 1/10. Finalmente se comprueba el pH.
c) Preparacidén de la aolucién de cloruro de danailo

Se toman, exactamente pesados, alrededor de 10 mg de
cloruro de dansilo y se depositan en un matraz aforado. Se
disuelven en acetona hasta un volumen final de 10 ml. La
solucién asi preparada se sonica en el bafio de ultrasonidos,
se filtra con filtro Millipore de 0©0.45 pm y 8se guarda en

frasco de color topacio, preservado de la accién de la luz,

1.4.4. Descripcién del método analitico

El procedimiento analitico empleado en este trabajo es el
descrito por Prufioncsa y col. (2), con alguna modificacién en
lo gque respecta al tratamiento de las muestras y que a

continuacién ze detalla.
a) Obtencidén de los extractoa plaaméticos

A cada una de las muestras de plasma preparadaa segin el

procedimiento descrito en los apartadoa 1.4.1. y 1.4.2. ase
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afiaden 2.5 ml de acetato de etilo con el fin de extraer la

cianamida plasmética.

Se someten a agitacién oscilante durante 30 minutos y

luego se centrifugan a 4000 rpm por un perfiodo de 10 minutos.

Se separa una alicuota de 1.5 ml del sobrenadante y se

deposita en tubos de fondo cénico.

Se realiza una segunda extraccidén con 2 ml de acetato de
etilo actuando del mismo modo que en la anterior. Después de
la centrifugacién, se separa una alfcuota de 2 ml del aobre-
nadante, gque se reune con los extractoas orgénicos anteriores y
se evaporan a sequedad bajo corriente de nitrdégeno y a

temperatura ambiente.
b) Derivatizacién con cloruro de danailo

El residuo obtenido se disuelve con 0.1 ml de solucién
reguladora de carbonato sasédico-bicarbonato aédico 0.2 M (pH
9.0) en el bafio de ultrasonidoa. Seguidamente, se afiaden 0.1
ml de solucidn de cloruro de dansilo. Se agita el contenido de
los tubos herméticamente cerrados durante unos segundoa y
luego se depoaitan en 1la placa termostatizada a 40 * C para
que transcurra la reaccién de danailacién por un perfodo de 1

hora.
c) Valoracién

Finalizada la derivatizacién, se dejan enfriar las
muestras hasta temperatura ambiente. Luego mediante micropi-
peta se introducen en vialea de 300 pl, contenidoa a au vez en
tuboa roscados de 4 ml para au subsiguiente inyeccién en el
cromatégrafo liquido de alta resolucién descrito en el

paré&grafo 1.3.1.2.
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El volumen de mueastra inyectado es de SO pl =salvo en
aquelloas casocs en que laa concentraciones de fdrmaco superan
el valor de S00 ng/ml en los que se inyectan 10 pl. En el caso
de hallarnos todavia con concentraciones superiores a los
S00 ng/ml se diluye la muestra con la misma solucién regulado-
ra de carbonato sédico~-bicarbonato saédico 0.2 M (pH 9.0),

hasta conseguir la interpolacién de la misma.

Laa condiciones cromatogrédficas empleadas son lasa
siguientes:
- Flujo 4.0 ml/min
- Deteccién fluorimétrica (filtros 360-495 nm)
- Presién 900.0 psi
- Velocidad del papel S cm/min
- Anchura pico 10
- Ruido fondo 1000
- Faae mévil conatituida por doa disoclventes: una solucién 10
mM de fosfato poté&sico (pH 7.0) (disolvente A) y una mezcla
55:45 de acetonitrilo y solucién 10 mM de foafato potdsico (pH
7.0) (disolvente B), mediante un programa de gradientes gque ae

especifica en la TABLA 1.1.

TABLA 1.1. Programa de gradientes utilizado en el andlisis
cromatografico.

TIEMPO VELOCIDAD FLUJO DISOLVENTE DISOLVENTE TIPO DE

A B
(min) (ml/min) (%) (%) CURVA
&) 4 70 30 <
7 4 40 60 =)
10 4 o 100 1
12 4 70 30 1
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El método de cuantificacién utilizado fue el del esténdar
externo, pueato que no fue poaible hallar un eatdndar interno
que cumpliera con los requisitos de ausencia de solapamiento
entre picos y sasuficiente saenaibilidad al mismo tiempo. Las
substancias ensayadas por los autores con esta finalidad
fueron las siguientes: glicinonitrilo, etilamina, propilamina,
isopropilamina, butilamina, B-aminopropionitrilo, tiourea,
tioacetamida, a-fenilglicina, anilina, etanolamina, 4-nitroa-

nilina e hidroxilamina.

Loa eluyentes que han de pasar por la columna se filtran
a través de los filtros de membrana adecuadoa y se desgaai-
fican en un bafio de ultrasonidos:
- metanol, acetonitrilo: Filtro de membrana tipo FH de 0.5 pm
(Millipore).
- agua destilada, solucién 10 mM fosfato potésico (pH 7.0):
Filtro de membrana tipo MF de 0.45 pm (Millipore).

En laa FIGURAS 1.3 y 1.4 s8se reflejan loa cromatogramaa
obtenidos para una muestra de plasma blanco y otra conteniendo
238 ng/ml de cianamida, extrafda 120 minutos después de la
administracién intravenosa de una dosis de 2 mg/kg de farmaco,

respectivamente.

490. 000

240.000 | L

cianamid

-10.000 S,
o 1 2 3

FIGURA 1.3: Cromatograma correspondiente a una muestra de
plasma blanco.

4 5
Minutes
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FIGURA 1.4. Cromatograma correspondiente a una mueatra de
plasma conteniendo 238 ng/ml de cianamida, obtenida 120 min
después de la administracién intravenosa de una dosis de 2
mg/kg de féArmaco.

1.4.5. Precisién y exactitud del método de valoracidén

Con objeto da comprobar la precisién y exactitud del
método analitico, en nuestras condiciones experimentales, se
han realizado determinacionea cuantitativaa en cinco rectaa de
calibracidén.

Eatas se han confeccionado con esté&ndars de concentracio-
nes de 25, 50, 100, 200 y SO0 ng/ml, procediendo tal comoc =ze
sefiala en los epigrafes 1.4.1 y 1.4.2.

Para cada una de laa concentraciones se ha calculado el
error relativo que pone en evidencia la exactitud de la
técnica, y el coeficiente de variacién porcentual gque corro-
bora la precisién o reproducibilidad de loa resultadoa
obtenidos.
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En la TABLA 1.2 se presentan los valores de concentracién
de cianamida determinados frente a loas valores teéricoas, asi
como los valores medios, las deaviacioneas esténdar, los

errores relativos y los coeficientes de variacién porcentual

resultantes.

TABLA 1.2. Concentraciones de cianamida halladas en plasma
respecto a las concentraciones tedéricaa afiadidas con asusa
correspondientes valores medios, errores relatives porcentua-
lea, deaviaciones easté&ndar vy coeficientea de variacién

porcentual.

CONCENTRACIONES HALLADAS RESPELTO A LAS TEORICAS ANADIDAS

25 S0 100 200 S00

34.15 44 .42 80.12 220.39 495.92
33.61 S52.97 107.47 171.94 S509.00
18.71 40.25 111.06 209.83 495.15
38.40 57.31 S4.65 174.85 S509.69
19.89 54.82 105.28 201.88 498.22

X 28,95 49,95 99.72 195.80 501.60
Er ¥ 15.80 0.10 0.28 2.10 0.32
DE 9.01 7 .27 12.54 21.46 7.17
cv x 31.13 14.56 12.58 10.96 1.43

Los valores de error relativo obtenidos, permiten
calificar la técnica analitica empleada en la determinacién de
cianamida en plasma, como suficientemente exacta en el &mbito
de concentraciones ensayadas (de 50 a S00 ng/ml). Al miamo
tiempo, el nétgda de valoracién resultd ser aceptablemente
preciso puesto que se obtuvieron coeficientea de variacién

porcentual inferiores al 15 %X . No obatante ae observd una
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cierta pérdida de precisién y de exactitud para el esténdar de
25 ng/nl-

1.5. TRATAMIENTO FARMACOCINETICO DE LOS DATOS EXPERIMENTALES

1.5.1. Administracidn intravencsa
1.5.1.1. Eleccién del modelo farmacocinético éptimo

Disponiendo de los datos experimentales convenientemente
tabulados y de las correspondientes curvas semilogaritmicas de
concentracién plaamética-tiempo, la operacién aiguiente
conaiatié en determinar el modelo farmacocinético éptimo que
con mayor probabilidad se ajustase a ellos. Ello permitiria,
en una segunda fase, conocer los principalea parémetros
farmacocinéticos tras la administracién intravenosa y oral del

fadrmaco.

Siguiendo el criterio cléasico, dicho eatudio comporta una
simplificacién del organiamo en compartimientoa o fraccionea
de material biolégico en que el fadrmaco se encuentra uniforme-
mente repartido y presenta las mismas propiedades cinéticas en

todosa sus puntos.

El anélisis compartimental permite conocer los procesos
cinéticos que sufre el férmaco en el organismo a partir de
modelos compartimentales en los que se supone gque los procesos
de transferencia son de orden uno. Se trata pueas de ajustar

loa distintos modelos cinéticoa a los datos experimentales.

Las ecuaciocnes representativas de los modeloas bicompar-
timental (Ec.3) vy tricompartimental (Ec.14) traa adminiatra-
cién intravenosa, Qua se especifican en el epigrafe 1.5.1.2,
se han ajuatado a los datoa experimentalea intravenosos de laa

tres dosia de cianamida ensayadas. Para elloc se han utilizado
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métodos 1t§rativos de ajustado gque tienden a aproximar al
méximo los valores tedricos de la funcién a sus correspondien-

tes puntos experimentales.

En la presente Memoria se ha utilizado el programa de
regresién no lineal por minimoas cuadrados ELSMOS (3), para la
determinacién de laa estimaciones definitivaa. Este programa
requiere unas estimaciocnea iniciales fiablea de loas parédmetros
a optimizar, puesto que de lo contrario convergerian a valores

erréneocs.

Las estimaciones iniciales de los distintos paré&metros se
han obtenido mediante el método de los residuales, utilizando
el programa JANA (4). Con ello ae pretende ajustar los datosa
experimentales a una funcién definida por la ecuacién poliex-
ponencial (Ec.l) a la que deben afiadirae loa errorea (e) a que
estdn aujetoa dichoa datoa, dependientea ya sea de la técnica

analfitica o del propio operador.

m
C =2 Aj exp (-B3) + e (Ec.1)
=1

siendo:
C = concentracién plasmética hallada del fdrmaco a tiempo t
m = nimero de términos exponenciales de la ecuacién de

ajuatado.

El programa JANA no hace ninguna asuncién respecto a las
magnitudes relativas de los exponentes correspondientes a los
diatintos términos de la ecuacién. Por cotra parte, conaidera
de igual importancia el valor minimo de la suma de cuadrados
de laa diferencias entre loa valorea de concentracién tedricoa

y experimentales y la distribucién aleatoria de los reaidua-

lesa.
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Puesto gque no disponiamos de un valor de varianza para
cada punto experimental, hecho idUnicamente posible despuésa de
haber analizado replicadoas de cada punto, interesa conocer la
distribucién de los residuales asumiendo un determinado factor
de ponderacién en el ajustado. Entre loa factorea de pondera-
cién ensayados (l1l/c, 1/c2 y 1/Ve), el segundo de ellos fue el
que proporcionéd estimaciones més fiablea por comparacién de

laa sumas ponderadas de los cuadradoas de loa residuales.

La selecciédn del modelo farmacocinético éptimo se realizé
en base a dos criterioa; por un lado minimizar la asuma
ponderada de los cuadrados de los residuales, asegdin el ensayo
estadistico de MAICE o minimo valor de AIC (Ec.2) (5-6), y por
otro, evaluar la precisién con que se cobtienen los distintos
pardmetros farmacocinéticoa, mediante loa coeficientea de

variacién porcentual de cada uno de elloa.

AIC = n 1ln (SSQ) + 2 p (Ec.2)

en la que:
n = ndmero de pares de puntos experimentalesa
p = nimero de parémetros

SSQ = suma ponderada de los cuadrados de los residuales

1.5.1.2. Determinacién de los principales parénmetros farmaco-
cinéticos .

El ajustado por minimos cuadrados llevado a cabo mediante
el programa ELSMOS, suministré los coeficientes y exponentes
de las ecuaciones correspondientes a loa modeloa de doa y treas

compartimientos, asi como los respectivos parémetros farma-
cocinéticos.
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a) Modelo bicompartimental

La ecuacién representativa del decursoc de niveles
plasméticoa de férmaco tras su administracién intravenosa,

segin el modelo bicompartimental eaquematizado en la FIGURA
1.5, ea la siguiente:

C = Ag e~&t + B, e-gt (Ec.3)

siendo:

Ap = ordenada en el origen de la fase de disposicién répida
Bg = ordenada en el origen de la faae de disposicién lenta
a = constante de diaposicién répida

B = constante de disposicién lenta

K12
C ——p P

‘——n——n——
K21

K10
v

FIGURA 1.5. Esasquema explicativo del comportamiento de un
f&rmace administrade por via intravenosa, segliin un modelo

bicompartimental, siendo C el compartimiento central y P el
periférico.

Los principales pardmetros farmacocinéticos de acuerdo
con este modelo as{ como las ecuaciones que los representan se

detallan a continuacién:

- Concentracidén inicial:

Co = Ao * Bo (Ec.4)

- Constante de retorno:

K21 = (Ag @ + Bg B) / Cqo (Ec.S)

- Constante de distribucién:
Ki2 = « + B8 - K21 - Kio (Ec.6)
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- Constante de eliminacién:
Kio0 = a B8 7 K21 (Ec.?)

- Semivida biolégica:
ti/2 B =1n 2 / B (Ec.8)

- Semivida de disposicién de la fase «:
ti1/2 @ = 1ln 2 / « (Ec.9)

- Volumen de distribucién en compartimiento central:
Ve = D 7/ Cqo (Ec.10)

siendo D la dosis de fdrmaco adminiatrada.

- Volumen de distribucién en estado de equilibrio estacio

nario:
Vdas = Ve +(K12 Ve)/ K21 (Ec.11)

- Area bajo la curva de niveles plasmaticos:
AUCq-o = (Ao /a) + (Bo / B) (Ec.12)

~ Aclaramiento plaamético:
Clp = D / AUCq-gn (Ec.13)

b) Modelo tricompartimental

El decurso de niveles plasmaticoas de fédrmaco observado
después de su administracién intravenosa, obedeciendo el
modelo tricompartimental eaquematizado en la FIGURA 1.6 viene

dado por la ecuacién:

C = Ac e~ot + Po e-%t + Bo e~Bt (Ec.14)

Conocidos los coeficientes Ao, Bo y Po u ordenadas en el

origen de laa fasea de disposicién répida, intermedia y lenta,
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respectivamente y las constantes cinéticas «, % y B que las
representan, loa principalea parémetroa farmacocinéticos se

deducen a partir de las ecuaciones siguientes:

- Concentracién plasmatica inicial:
Co = Po + Ao + Bao (Ec.15)

-~ Semivida biclégica:
t1,2 B =1n2/ 8 (Ec.186)

- Constanteas de retorno de loa compartimientos periféricoa

superficial (K21) y profundo (K31):

K21 = ¢ +[ Ao(B-x) (x-w)/(P + A + B)(ax-K31)1 (Ec.17)
K31 = B +[ Bo(B-w)(ax-w)/CP + A + B)(K21-w)] (Ec.18)

La resolucién de este sistema de ecuacionea ea una
ecuacién de segundo grado de cuyas soluciones se aaume por
definicién que la inferior corresponde al valor K31 siendo el

valor de K21 la superior.

- Constante de eliminacién:
Kio = a 8 v / K21 K31 (Ec.19)

- Constantea de distribucién en loa compartimientoa periférico
auperficial (K12) y profundo (K13):
Ki2 = [(afl + aw + Bw)-K2i1(x + B + w)-K10 K31 + K211 7 K31-K21

(Ec.20)
Kiz = a + 8 + 7% - (K10 + K12 + K21 + K31) (Ec.21)
- Area total bajo la curva de niveles plaaméticos:
AUCqo-n = Pos/w + Ao/a + Bo/B (Eec.22)
- Aclaramiento plasmético:
Clp = D/AUCg-q (Ec.23)
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- Volumen de distribucién en estado de equilibrio estacio

nario:
Ve = D/Co (Ec.24)

siendo D la dosis de fé&rmaco administrada.

K13 K12
P2 B o —_— P
4..._._._.__
K31 K21
lKlo

FIGURA 1.6. Esquema representativo del comportamiento de un
f&rmaco administrado via intravenosa, segin un modelo tricom-
partimental, siendo C el compartimiento central, P11 el
compartimiento periférico superficial y P2 el compartimiento
periférico profundo. 2

1.5.2. Administracién oral
1.5.2.1. Eleccién del modelc farmacocinético éptimo

Anélogamente a la adminiatracién intravenosa, ae abordé
el ajustado por regresién no lineal de las ecuaciones biexpo-
nencial (Ec.25) y triexponencial (Ec.26) correspondiente, a
los modelos mono y bicompartimental, respectivamente, a los
datos experimentaleas obtenidoa deapués del tratamiento oral,
con objeto de elegir la que con mayor probabilidad se ajustaae

a nuestros datos, bas&ndonoa de nuevo en el criteric de MAICE.
C = -Aoc e~Kat + Bo e-Kt (Ec.25)

C = -Po e~KO1 + Ao e~at + Bo e-Bt (Ec.28)
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1.5.2.2. Determinacién de los principales parédmetros farmaco-

cinéticos

Loa pardmetros farmacocinéticoas a determinar en cada uno

de los casos anteriormente mencionados son:

a) Ajustado de los datos experimentales de acuerdo con una
ecuacidén biexponencial
- Tiempo en que se alcanza la concentracién plaamética méxima:

ln (Ao Ka / Bo K)
Tmax = (Ec.27)
Ka -K

- Concentracién plasmética méxima:

Cmax = Ao e-Katmax + Bp e -Ktmax (Ec.28)

- Periodo de latencia (en el caao de que exiata)d:

1n (Ao / Bo)
Te = (Ec.29)
Ka -K

- Area total bajo la curva de niveles plaaméticosa:

Bo Ao Bo Ao
AUC O wiy T o v et s — (1 - @~KTo) — — (1 — e-KaTo)
K Ka K Ka

(Ec. 30)

b) Ajustado de los datos experimentales de acuerdo con una

ecuacién triexponencial

Una vez conocidoas loa coeficientea de la ecuacién Po, Ao
y Bo u ordenadas en el origen de los procesos de absorcién,
disposicién rédpida y diaspoaicién lenta reaspectivamente, aai
como las constantes cinéticas que loa rigen Koi, o« y B, y
asumiendo que el proceso de absorcién es el mds rdpido, loa

principales parémetros farmacocinéticos a determinar son:
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- Concentracién plasmética méxima:

Cmax = - Po e"'KOitmax + Ao e"“ﬂtﬂﬂx + Bo e-ﬁtmax (Ec.31)

- Area total bajo la curva de niveles plasméticos:

Bo Ao Po | Bo Ao Po
Alomp = — = — = — — (1 -e870) ¢ — (1 - g70T0) + — (] - gK01T0)
B e M;LB 8 Kot

(Ec. 32)

c) Célculo de la biodisponibilidad

La biodisponibilidad en magnitud se calculé a partir de
la relacién de &reas bajo las curvas de niveles plaaméticos
normalizadas por las dosis tras la administracidén oral e

intravenosa, segin la ecuacién gue a continuacién se detalla:

AUCqo oral /7 D oral

F = (Ec.33)
AUCg iv / D iwv

La biodisponibilidad en velocidad se evalué a partir de

los parémetros Cmax y Tmax.

1.5.3. Estimacién de los momentos estadisticos

El ajustado de laa ecuacionea poliexponenciales a los
valores de las concentraciones plasméticas experimentales
deapuésa de la adminiatracién del farmaco, se hace de acuerdo
con un modelo compartimental predeterminado, suponiendo que
loa procesos de transferencia entre compartimientos siguen

cinéticas de orden uno.

Sin embargo, el método de los momentos eatadiaticoas (S5)
ae basa en que el trénaito del medicamento en el organiamo esa
un proceso estocéstico, eatando regido el movimiento de las

moléculas de férmaco por una funcién de probabilidad. En
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consecuencia puede considerarse el tiempo de residencia del
fdrmaco en el organiamo como el resultado de una diatribucidén

de frecuenciaa, con aus correspondienteas media y varianza.
Los parémetros a estimar por este método son:

- Momento estadiastico de orden cero o érea bajo la curva de

niveles plaaméticoa:

Poa
AUCq-g = J C dt (Ec.34)
Q

- Primer momento estadistico o tiempo medio de residencia,
siendo éste el tiempo medio durante el cual laa moléculas

de fArmaco permanecen inalteradas en el organisasmo!

['ca

t C dt

MRT = (Ec.39)

- Segundo momento estadistico o varianza del tiempo medio de

residencia:

(]
J (t - MRT)2 C dt’

o
VRT = (Ec.36)

-]
J C dt
o

La estimacién de los momentos estadisticos se efectuéd

para las tres dosis de férmaco ensayadas por via intravenocsa y

para la dnica doais oral.
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1.5.4. Estudio de la linealidad cinética

El eatudio de la linealidad cinética se abordé comparando

loa siguientea parémetroa:

- Areas bajo laa curvas de nivelea plasméaticos normalizadas
- Semividas biclégicas

- Aclaramientoa plasméaticoa

- Volimenes de diatribucién

estimadoa mediante los dos métodoas anteriormente descritos,
compartimental y no compartimental, para laa treas dosias de

fdrmaco ensayadasa.

La comparacién estadistica de dichoa parémetroa se efec-
tué en primer lugar mediante el andlisis de varianza de una
via (ANOVA), previa determinacién de la homogeneidad de lasa
varianzaas mediante el ensayo de Barlett. La comparacién entre

grupos se efectué por aplicacién del enasayo de Scheffé.

En los casos en que las varianzas no fueron homogéneas,
la comparacién estadistica se realizé mediante un anédliais no
paramétrico, concretamente con el ensayo de Kruskal-Wallis; en
eate caso la comparacién entre grupoa ae efectud mediante el

ensayo de U de Mann-Whitney.
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CAPITULO 2

RESULTADOS



2.1. Estudio farmacocinético tras la administracidn intrave-

nosa

2.1.1. Niveles plasméticos de férmaco

Los niveles plasmé&ticos de cianamida estimados en cada
una de las cinéticaas intravenosas individuales después de la
administracién de dosis de 1, 2 y 4 mg/kg, se especifican en
las TABLAS 2.1, 2.2 y 2.3, respectivamente.

Las representaciones gréaficas de las curvas ajustadas de
niveles plasméticos de cianamida y de las curvas de correla-
cién entre las concentracionea experimentaleas y teéricas, asi
como la distribucién de residuales obtenidos tras el ajustado,
se mueastran en las FIGURAS 2.1 a 2.5, 2.6 a 2.10 y 2.11 a 2.15
para las dosias de 1, 2 vy 4 mg/kg, respectivamente.

TABLA 2.1. Concentraciones plasméticas en funcién del tiempo
obtenidaas tras la administracién intravenosa de 1 mg/kg de
f&rmaco.

CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE CIANAMIDA
PERRD N2 DOSIS 1 mg/kg i.v.

{ t (min) 1 3 3 10 20 30 43 €0 90 120 180
C (ng/ml) 1932 1842 1118 924 6BO 449 367 366 228 143 3

2 t (min) 1 3 3 1 20 3 43 61 % 121
C (ng/ml) 3002 1423 1013 799 &9 315 340 217 123 30

3 t (min) 1 3 3 10 21 31 45 64 9% 120
C (ng/ml) 1692 1711 980 979 588 400 337 332 132 76

4 t (min) 1 3 ] 10 20 K} 46
C (ng/ml) 1532 1502 1079 1319 619 3932 333 180 127 73

3 t (nin) 2 ] 10 21 23 49 60 % 122 180
C {ng/ml) 1233 904 863 684 513 339 263 154 106 43
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TABLA 2.2.

Concentraciones plasmaticas

en funcién del tiempo

obtenidas después de la administracién intravenosa de 2 mg/kg
de férmaco.
CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE CIANAMIDA
PERRD NG DOSIS 2 mg/kg i.v.
1 t (min) 1 3 ] 10 20 30 45 B0 90 122 181 240
C {ng/ml) 2973 2063 2222 {850 1525 1128 964 7oB 478 269 149 63
2 % {min) 1 3 i1 20 30 44 59 % 120 180 239
C {ng/ml) 4209 2909 2166 2090  1B40 1060 BB1 513 32 219 &9
3 % (min) H 3 ] 10 20 30 4 B0 90 120 180 240
C (ng/ml) 6B46 4206 3101 2094 1846 1604 1037 753 458 306 133 56
4 t (min) 1 3 5 10 20 31 46 B2 91 120 180 241
C (ng/ml) 3985 3036 2842 23B4 1499 1303 952 677 472 238 136 5t
St (min) 2 4 6 10 21 2 4 61 % 121 181 240
C (ng/ml) 4614 3517 2530 2424 (714 1638 1294 940 575 349 128 @2
TABLA 2.3. Concentraciones plasm&ticas en funcién del tiempo

obtenidas después
de fArmaco.

de la adminiastracién intravenoaa de 4 mg/kg

CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE CIANAMIDA

PERRD NQ DOSIS 4 mg/kg i.v.
1t (min) 1 3 3 10 20 30 45 &0 % 120 180 240 360
C (ng/ml) 4223 3275 1790 2581 1875 1504 1681 1318 687 437 247 204 30
2 % (min) 2 4 9 17 2 34 28 61 9t 121 182 241
C (ng/ml) 7882 6346 5471 4030 3468 3329 2684 2167 1531 827 349 135
3t {uin) H 3 3 10 2 3 47 bl 92 120 180 241 363
C (ng/ml) 7594 6237 5515 4062 3126 2501 1995 1651 B39 1240 400 199 63
4 £ (min) 1 3 3 1120 32 46 g2 90 121 180 240 361
C (rg/ml) 4983 4756 4348 4283 23006 2707 2323 1924 1410 973 460 239 81
3t Amin) 1 4 b 1 2 3 47 62 93 120 182 367
C (ng/ml) B33t 6028 5763 5279 3940 3363 2733 2240 1620 1196 334 n
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DEPARTAMENT DE FARMACIA. SUBUNITAT DE BIOFARMACIA I FARMACOCINETICA
METOD0 EXTENDIDO DE MINIMOS CURDRADOS (RJUSTRDO ELSMOS)

FRARMACO: CIANAMIDA

DOSIS: 1 mg/kg VIRt Il.v.
MODELO FUNCION: fun 1 MODELO ERROR: sef 1
AJUSTRDO: blcompartimental perro n.1
ESTUDIO FRRMACOCINETICO
CURVR AJUSTADA CURVA DE CORRELRCION
2174]
% E 1738 o
" * 1392
- °
o 868
| | | | ¥ | ] E ' |} ¥ | ] ] ]
B 43 83 120 168 209 8 434 868 138217362178
TIENPO min VALORES TEORICOS  ~
DISTRIBUCION RESIDURLES DISTRIBUCION S-RES RBSOLUTOS
208 2 .
(-]
g 108 . . ? 1.8 .
'@' s . » 1.2] % .
..I ° l. T T - g [ ]
E i = B Jo
g - ,
. ]
§ 434 868 11N 8 434 868 138217362178
VALORES TEORICDS VALORES TEORICOS

FIGURA 2.1. Representaciones grédficaa del ajuatado de la
curva, correlacidén entre valores experimentales y teéricos y
distribucidén de residuales, traas la administracidén intravenosa
de 1 mg/kg de cianamida al perro no.l.
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DEPARTAMENT DE FARMACIA. SUBUNITAT DE BIOFRARMACIR I FRARMACDCINETICA

METODO EXTENDIDO DE MINIMOS CURDRARDOS (RJUSTADO ELSMOS)

FRRMACO: CIANAMIDA

DOSIS: | mg/kg

MODELO FUNCION: fun 1
RJUSTRDO: blcompartimental

VIA: l.v.
MODELO ERROR: sef 1
perro n.2

ESTUDIO FARMRCOCINETICO

CURVA AJUSTADA

434
34

CONCENTRACIONES ng/ml
-~ ] -

B 27 54 81 188 135
TIEMPO win
DISTRIBUCION RESIDUALES

36
18

S

VALORES RESIDURLES

1736 2684 3472 4348

VALORES TEORICOS

VALORES EXPERIMENTALES

VALOR ABS. S-RES

FIGURA 2.2. Representaciones
curva, correlaciones entre valores experimentales y tedricoa y

diatribucién de residuales,

CURVA DE CORRELACION

sa4d]

3472
2604
1736
868 .

8 1736 2684 3472 4348
VALORES TEORICOS

DISTRIBUCION S-RES RBSOLUTOS
2 ] .
1.6.
124"

B 868 1736 2684 3472 4348
VALORES TEORICOS

grédficaa del ajuatado de la

traa la administracién intravenosa

de 1 mg/kg de cianamida al perro no.Z2.
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DEPARTAMENT DE FARMACIA. SUBUNITAT DE BIOFARMACIA I FARMACDCINETICA
METODO EXTENDIDO DE MINIMOS CURDRADOS (RJUSTADO ELSMOS)

FRRMACO: CIANAMIDA

DOSIS: 1 mg/kg ' VIR: l.v.
MODELO FUNCION: fun 1 MODELO ERROR: sef 1
RJUSTADOD: bicompartimental parro n.3

ESTUDIO FRRMACOCINETICO

CURVAR ARJUSTRDA CURVA DE CORRELACION

1918
1528

—i E
g X 114g
o E 764 .
§ E 382
| | | ] | ] | ] | ] ; ’ | | | | | | L ) L]
@ 27 S4 81 188 135 @ 382 764 11461528 1918
TIEMPO min VALORES TEDRICOS
DISTRIBUCION RESIDURLES DISTRIBUCION S-RES RBSOLUTOS
ﬂ 212 ° 3 J
[7s]
2.‘-
% 196 . . . E .
E ' 'H 2 T T T T E: l'a-
1.2- » o
E -186] ° ° « °
: -212] g s, °
§ ' (] & ° -]
. 92 784 L1481525.1918 B 382 784 1148 1528 1918
VALORES TEORICDS VALORES TEORICOS

FIGURA 2.3. Representaciones gréficas del ajuatado de la
curva, correlaciones entre valores experimentales y tedricos y
distribucién de residuales tras la administracién intravenosa
de 1 mg/kg de cianamida al perro no.3.
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DEPARTAMENT DE FRRMACIA. SUBUNITAT DE BIOFARMACIA I FARMACOCINETICRA
METODO EXTENDIDO DE MINIMOS CURDRADOS (RJUSTRDO ELSMOS)

FRRMACO: CIANAMIDA

DOSISt 1 mg/kg VIR: 1.v.
MODELO FUNCION: fun 1 MODELD ERROR: sef 1
AJUSTRDO: blcompartimental perro n.4

ESTUDIC FRRMRCOCINETICD

CURVR RJUSTRDA

B8 27 54 B1 188 135
TIEMPO min
DISTRIBUCION RESIDUALES

CURVA DE CORRELACION

- -

%1;. g :
: . E e
= =

B 352 784 1856 1488 1768
VALORES TEORICOS

DISTRIBUCION S-RES ABSOLUTOS

208 . K
g | . Q 1.6 .
E . 'J' 1.2 -'

a Toy T T T '. L ﬁ =
9 o .8
= -184 S ° o é
g g 2 .4

. ) | ——," T
B 352 7B4 1856 1488 1768 @ 352 784 1856 1488 1768

VALORES TEORICOS VALORES TEORICOS

FIGURA 2.4. Representaciones gréficas del ajustado de la
curva, .correlacionea entre valores experimentaleas y tedricoa y
distribucién de residuales, tras la administracién intravenosa
de 1 mg/kg de cianamida al perro no.4.
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DEPARTAMENT DE FRRMACIA. SUBUNITAT DE BIOFARMACIA I FARMARCOCINETICA

METODO EXTENDIDO DE MINIMOS CURORRDOS (RJUSTRDO ELSMOS)

FRARMACO: CIANAMIDA

DOSIS: 1 mg/kg VIA: I.v.
MODELO FUNCION: fun 1 MODELD ERROR: sef 1
RJUSTRDO: blcompartimental perro n.S

ESTUDIO FRRMACOCINETICO

CONCENTRACIONES ng/ml

VALORES RESIDURLES

CURVA AULISTADA CLRVA DE CORRELACION
1235 .
g a0
L]
£ 741
g 494
8 207,
] ] ] ] L] g ' L] ] ] L] ]
B 42 83 120 163 209 @ 247 494 741 988 1235
TIENPO amin VALORES TEORICOS
DISTRIBUCION RESIDUALES DISTRIBUCION S-RES RBSOLUTOS
188. ’ 2+
"
54 . E 1.6 . o
2 . ° y 124 .
T8 T T T ﬁ o °
‘ ’ .a —
-54 ] o C e :
-18g] . 2 . e
' L] 2 " ]
B @R AR Ak 0 155 B 247 434 741 988 1255
VALORES TEORICOS VALORES TEORICOS

FIGURA 2.5. Representacionea grédficas del ajustado de la
curva, correlacionea entre valores experimentales y tedédricos y
distribucién de residuales, tras la administracién de 1 mg/kg
de cianamida al perro no.S.
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DEPARTAMENT DE FARMARCIA. SUBUNITAT DE BIOFARMACIA I FARMACOCINETICA
METOO0 EXTENDIDO DE MINIMOS CURDRADOS (RJUSTRDO ELSMOS)

FRRMACO: CIANAMIDA

DOSIS! 2 mg/kg VIR l.v.
MODELO FUNCION: fun 1 MODELO ERROR: sef 1
RJUSTARDO: blcompartimental parro n.i

ESTUDIC FRARMARCDCINETICO

CURVR AJUSTADA CURVR DE CORRELACION

a020]

2418]
1812

CONCENTRACIONES ng/ml
VALORES EXPERIMENTALES

684
L] L] L] | ' L L} L] ] 1 ]
. 8 53 196 159 212 265 8 634 1208 18122416 3828
TIEMPO min VALORES TEORICOS
DISTRIBUCION RESIDURLES DISTRIBUCION S-RES ABSOLUTOS
8 | 3
L ]
g & | o ? 2.4
ot o -]
ﬂ ’ .I. | | l- | | l.a-
i @ . g o
g _42. - L] ln2- e .
: -
-84 9 P
° a o
e ] ]  —
P 634 129818122416 3828 3 634 1286 1812 2416 3829
VALORES TEORICDS VALORES TEORICOS

FIGURA 2.6. Representacionea gréficas del ajustado de la
curva, correlaciones entre valores experimentales y tedricos y
distribucién de residuales, traas la administracién intravenosa
de 2 mg/kg de cianamida al perroc no.l.
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DEPARTAMENT DE FARMACIA. SUBUNITAT DE BIOFARMACIA I FRRMACOCINETICA
METODO EXTENDIDO DE MINIMOS CURDRADOS (RJUSTRDO ELSMOS)

FARMACO: CIANAMIDA

DOSIS: 2 mg/kg VIRt l.v.
MODELO FUNCION: fun 1 MODELO ERROR: saf 1
AJUSTRDO: bicompartimental parro n.2

ESTUDIO FRRMACOCINETICO

CURVA AJUSTADA CURVA DE CORRELACION

VALORES EXPERIMENTALES

CONCENTRACIONES ng/ml

1 L) ] L] ' L] L LN L] |
8 186 159 212 265 8 B42 1684 2526 3368 4218
TIEMPO min VALORES TEORICOS
DISTRIBUCION RESIDUALES DISTRIBUCION S-RES RBSOLUTOS
2 .

VALORES RESIDUALES
) =
F Y
-|.
.-
4
VYALOR ABS. S-RES
@
gy
-]
[ ]

=484] 4k ’ °
[ ] ' - [ ]
B 842 1684 3368 4218 B 842 1684 2526 3368 4218
VALORES TEORICOS VALORES TEORICOS

FIGURA 2.7. Representaciones grédficas del ajuatado de la
curva, correlaciones entre valores experimentales y teédricoa y
diatribucién de residuales, tras la administracién intravenosa
de 2 mg/kg de cianamida al perro no.2.
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DEPARTAMENT DE FARMACIA. SUBUNITAT DE BIOFARMACIA I FARMACOCINETICA

METODO EXTENDIDO DE MINIMOS CURDRADOS (RJUSTRDO ELSMOS)

FRRMACO: CIRNRMIDA

DOSIS: 2 mg/kg VIA: l.v.
MODELO FUNCION: fun 1 MODELO ERROR: saf 1
AJUSTADO: blcompartimental parro n.3

ESTUDIO FRRMACOCINETICD

CONCENTRACIONES ng/ml

VALORES RESIDURLES

CURVA RJUSTADA CURVA DE CORRELACION
586 E 5884/
439 X 4338
E 2932
148 E 1468]
8 T T | pam ' oe— T T T
8 53 196 159 212 265 . @ 1466 2932 4398 5864 7338
TIEMPO min VALORES TEORICOS
DISTRIBUCION RESIDUALES DISTRIBUCION S-RES RBSOLUTOS
@ |, 3
-]
- . § 2.4
[ ] e
B T Te . T T T & T E; 1.8- -]
_4' ° 102 -]
b g [
-88 g -6 °
- o
° 8 _ °o® °
B 1468 2932 4398 5864 7338 a 14&5593213933&64"}3&
VALORES TEORICOS VALORES TEORICOS

FIGURA 2.8. Representacionea grdficas del ajustado de la
curva, correlaciones entre valores experimentales y tedédricos y
distribucién de residuales, tras la administracién intravenosa
de 2 mg/kg de cianamida al perro n.3.
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DEPARTAMENT DE FRRMACIA. SUBUNITAT DE BIOFARMACIA I FARMACOCINETICRA
METODO EXTENDIDO DE MINIMOS CURDRADOS (RJUSTRDO ELSMOS)

FARMRCO: CIANAMIDA

DOSIS: 2 mg/kg VIA: l.v.
MODELO FUNCION: fun 1 MODELO ERROR: sef 1
AJUSTROO: blcompartimental perro n.4

ESTUDIO FRRMRCOCINETICO

CURVA AJUSTADA CURVA DE CORRELACION
306 3952] a
% 316 2 sieq /
E 2378 § 2378
E 1584 E 1584
)
E 792 . g 792,
B LB ¥ | | ; B L) 1 L] ¥ )
g S4 198 182 216 278 @ 792 1584 2376 3168 3968
TIEMPO min VALORES TEORICOS
DISTRIBUCION RESIDUALES DISTRIBUCION S-RES RBSOLUTOS
280 . ’ 3 - '
g g, 0 2.4
— & e » d‘ -]
g ﬂ L] . 1-8-
g I' | L | L] L) g 1 2 .
& -19 o 5 1 0 o
2 2 84 . ° 0,
[ ]
° B [ |  § 1 1 | L}
B 792 15842376 3168 3960 @ 792 1584 2376 3168 3968
VALORES TEORICOS VALORES TEORICOS

" FIGURA 2.9. Representacionea gréaficas del ajuatado de la
curva, correlaciones entre valores experimentalea y teéricoa y
distribucién de residuales, tras la administracién intravenosa
de 2 mg/kg de cianamida al perro no.4.
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DEPARTAMENT DE FRRMRCIA. SUBUNITAT DE BIOFARMACIA I FARMACOCINETICA
METODO EXTENDIDO DE MINIMOS CURDRADOS (RJUSTADO ELSMOS)

FRRMACO: CIRNAMIDA

DOSIS: 2 mg/kg VIR 1.v.
MODELO FUNCION: fun 1 MODELO ERROR: sef 1
AJUSTADO: blcompartimental perro n.5

ESTUDIO FRRMACOCINETICO

CURVA AJUSTADA CURVAR DE CORRELACION

g

CONCENTRACIONES ng/m!
VALORES EXPERIMENTALES

1268
L] ] ] ' L ¥ ¥ L L]
) 196 159 212 265 @ 1265 2532 3798 5064 6338
TIENPO amin VALORES TEORICOS
DISTRIBUCION RESIDUALES DISTRIBUCION S-RES ABSOLUTOS
-]
176 . £ -
172}
g 88 . " E 1.5.' °
g . . ;1.2 °y
’ # ¥ L L L L) g o
4 s f o
Q —aa' .‘ 5 ) ] [ ]
z z
> 174 ° o i
B -]
VRLORES TEORICOS VALORES TEORICOS

FIGURA 2.10. Representacionea grédficaas del ajuatado de la
curva, correlaciones entre valores experimentales y tedricos y
distribucién de residuales, tras la adminiatracién intravenosasa
de 2 mg/kg de cianamida al perro no.S.
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DEPARTAMENT DE FARMACIA. SUBUNITAT DE BIOFARMACIA I FARMACOCINETICA

METODO EXTENDIDO DE MINIMOS CURDRADDS (RJUSTADO ELSMOS)

FARMRCO: CIANRMIDA

DOSIS: 4 mo/kg

MODELO FUNCION: fun 1
AJUSTADO: blcompart|mental

VIA: l.v.
MODELO ERROR: saf 1
perro n.l

ESTUDIO FRRMACOCINETICO

CONCENTRACIONES ng/ml

CURVR AJUSTROA

212.

B8 168 240 328 429

TIEMPO aln
DISTRIBUCION RESIDUALES

VALORES RESIDUALES
=

FIGURA 2.11.

845 1698 2535 3388 4225
VALORES TEORICOS

Representaciones

VALORES EXPERIMENTALES

VALOR ABS. S-RES

gréficas

1.8,
1.24°

CURVA DE CORRELACION

2 845 1698 2535 3388 4225
VALORES TEORICOS
DISTRIBUCION S-RES ABSOLUTOS

8 845 1698 2535 3388 4225
YALORES TEORICOS
del

ajuatado de la

curva, correlaciones entre valores experimentales y teéricoa y

distribucién de reaiduales,
de 4 mg/kg de cianamida al perro no.l.
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DEPARTAMENT DE FRRMACIAR. SUBUNITAT DE BIOFARMACIA I FARMACOCINETICA

METODO EXTENDIDO DE MINIMOS CURDRADOS (RJUSTADO ELSMOS)

FARMRCO: CIRNRMIDA

DOSIS: 4 mg/kg

MODELO FUNCION: fun |
AJUSTRDO: bicompartimental

VIRl l.v.

MODELO ERROR: saf 1
parro n.2

ESTUDLO FRRMACOCINETICO

CONCENTRACIONES ng/m)

VALORES RESIDURLES

FIGURA 2.12.
curva, correlaciones entre valores experimentales y tedricos y
distribucién de reaidualea, tras la adminiatracién intravenoaa

de 4 mg/kg de cianamida al perroc no.2.

CURVR RJUSTADA
871
696
522
3481
1742
' ] ] ]
B 54 188 162 216 278
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DISTRIBUCION RESIDUALES
®
264 ° o
132 M
2 °
o
-1
® L .
=26

B 17423484 6968 8718
VALORES TEORICOS

Representaciones
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VALORES EXPERIMENTALES

CURVA DE CORRELACION

8719

’ L] L] L] L] L]
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VALORES TEORICOS
DISTRIBUCION S-RES RBSOLUTOS
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°
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P
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DEPRRTAMENT DE FRRMRCIA. SUBUNITAT DE BIOFRRMACIA I FRARMACOCINETICR
METODO EXTENDIDO DE MINIMOS CURDRADOS (RJUSTRDO ELSMOS)

FARMACO: CIANAMIDA

DOSIS: 4 mg/kg VIA: l.v.
MODELO FUNCION: fun 1 MODELO ERROR: sef 1
AJUSTRDO: bicompart|mental perro n.3

ESTUBIO FRARMARCOCINETICO

CURVA RJUSTAODR CURVA DE CORRELACION
759 7595 .
- i
£ o7 Z 6074
£ z
v o4 L 45
i s Al £
[ ]
g 303 g 3038
= Ta]
'é 151 W 1519]
o
§ B T T | PR | . 1 g ﬂ T T T T T
@ 80 160 240 320 400 @ 1519 3838 4557 6076 7595
TIEMPO min VALORES TEORICOS
DISTRIBUCION RESIDUALES DISTRIBUCION S-RES RBSOLUTOS
§ 596 J 2 2 4 .
172}
§ 298 W 1.6
— e o l}'l (-]
n . 1.2 e, °
E B S T o ie T L] T @
m .ﬂ -a -
€ -298 x o
< T .4
> _5g6 & o o
' a . 1 ] I‘ | § lﬂ 1
@ 1519 3838 4557 6876 7595 8 1519 3938 4557 6876 7595
VALORES TEORICOS VALORES TEORICOS

FIGURA 2.13. Representaciones grédficas del ajuatadec de la
curva, correlaciones entre valores experimentalea y tedricoas y
diastribucién de residuales, tras la administracién de 4 mg/kg
de cianamida al perroc no.3.

- 66 =



DEPARTAMENT DE FARMACIA. SUBUNITAT DE BIOFARMACIA I FARMACOCINETICA
METODO EXTENDIDO DE MINIMOS CURDRADOS (RJUSTRDO ELSMOS)

FARMACO: CIANAMIDA

DOSIS: 4mg/kg VIR l.v.
MODELO FUNCION: fun 1 MODELO ERROR: sef 1
RJUSTARDO: blcompart!mental perro n.4

ESTUDIO FARMACOCINETICO

CURVA RJUSTADA CURVA DE CORRELACION
ag0g]
IC
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FIGURA 2.14. Representacionea grdficaa del ajuastado de la
curva, correlaciones entre valores experimentalea y teéricoa y
distribucién de residuales, traa la administracién intravenosa
de 4 mg/kg de cianamida al perro no.4.
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DEPARTAMENT DE FARMACIA. SUBUNITAT DE BIOFRRMACIA I FARMACOCINETICRA
METODO EXTENDIDO DE MINIMOS CURDRADOS (RJUSTADO ELSMOS)

FRARMACO: CIANRMIDA .
DOSIS: 4 mg/kg YIA: l.v.

MODELO FUNCION: fun 1 . MODELO ERROR!: sef I
RJUSTRDO: blcompartimental parro n.5

ESTUDIO FRRMACOCINETICO

CURVA RJUSTRDA CURVA DE CORRELACION
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FIGURA 2.15. Representacionea grdficaa del ajuatado de la
curva, correlacionea entre valores experimentaleas y tedédricoa y
distribucién de reaiduales, tras la administracién intravenocaa
de 4 mg/kg de cianamida al perro no.S.
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2.1.2. Eleccién del modelc farmacocindtico éptimo

Los resultados obtenidos por via i.v., que figuran en la
TABLA 2.4, después de la aplicacién del criterio de MAICE,
ponen de manifiesto que después de la administracidén de las
dosis media y alta de f&rmaco, los ajustadoa bicompartimental
y tricompartimental explican ambos saatisfactoriamente los
resultados experimentales, mientras que aélo un comportamiento
bicompartimental es capaz de explicar los resultados obtenidos

con la dosis méds baja.

Sin embargo, mediante la evaluaclién de los coeficientes
de variacién porcentual de los correspondientes parémetros
eatimadoa para cada nivel de dosificacién, cuyos valores
promedioc se presentan en la TABLA 2.5, se llegé a la conclu-
aién de que el modelo bicompartimental era el que mejor ajuata

todoa los datos experimentales.

Ante este dilema y dado que uno de los objetivoa propues-
tos en esta Memoria era obtener parédmetros farmacocinéticos de
la méxima fiabilidad posible, se conaiderd$ dnicamente el
segundo criterio de los mencionados, adoptando el modelo
bicompartimental como el més probable para explicar el

comportamiento farmacocinético de la cianamida.
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TABLA 2.4. Valores de

los datos

timental y tricompartimental,
1, 2 v 4 mg/kg de farmaco.

AIC obtenidos
experimentales de acuerdo con los modelos bicompar-

para las dosia intravenosaa de

después del

VALDAES DE AIC

PERRD NG DOSIS MODELO MODELD ELECCION

(mg/kg) BICOMPARTIMENTAL TRICOMPARTIMENTAL MODELD
1 1 £1.98 - Bicompartimental
2 1 47,51 49,51 Biccmpartimental
3 1 61.37 - Bicompartimental
4 1 51.86 53.87 Bicompart inental
5 i 48, 04 - Bicompartimental
1 2 64.73 64,36 Tricompartimental
2 2 73.08 75.08 Bicompartimental
3 2 67.48 66.35 Tricompartimental
4 2 70. 81 69.75 Tricompartimental
5 2 69.92 70.73 Bicompartimental
1 4 70. 74 71.69 Tricompartimental
2 4 79.85 B1.94 Bicowpartivental
3 5 79.48 73.42 Tricompartimental
4 4§ 79.32 80. 06 Bicompartimental
S 4 81.30 82.39 Bicompartimental
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TABLA 2.S.

Precisién de la estimacién de todos los parémetros
farmacocinéticos intravenosos obtenidos traas administracién de

1, 2 y 4 mg/kg de cianamida, expresada como coeficiente
variacién porcentual promedio.
CV (%) PROMEDID
PERRO N° DOSIS MODELD MODELO ELECCION
(mg/kg) BICOMPARTIMENTAL TRICOMPARTIMENTAL MODELD
1 i 18.70 ~ Bicompartimental
2 1 4,66 5526 Bicompartimental
3 1 34.61 - Bicompartimental
4 1 34,76 9886 Bicompartimental
3 1 21.42 - Bicompartimental
1 2 9.5 76. 12 Bicompartimental
2 2 33.97 375 Bicompartimental
3 2 3.80 21.28 Bicompartimental
4 2 13.23 700.2 Bicompartimental
5 2 14.10 193. 01 Bicompartimental
1 & 21.10 8a.561 Bicompartimental
2 4 23.03 b1x106 Bicompartimental
3 4 13.10 42.57 Bicompartimental
4 4§ 43,15 119.04 Bicompartinental
3 4 13.88 124,86 Bicompartimental

2.1.3. Parémetros farmacocinéticos

de

Los valores individuales de los paré&metros farmacocinéti-

coa obtenidos

resumen en las

para las
TABLAS 2.6 a 2.8.

tres dosis

de cianamida ensayadasa sae



TABLA 2.6. Valorea individualea de loa paré&metroas farmacociné-
ticos obtenidos para la dosis intravenosa de 1 mg/kg.

VALORES INDIVIDUALES DE LDS PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE CIANAMIDA (DOSIS 1 mg/kg)

PARAMETRO (unidades) PERRO ! PERRD 2 PERRO 3 PERRD 4 PERRD S

fo {pg/ml) 1.51 4,23 1.09 1.27 0.70
Bo (pg/ml) 0.81 1.07 0.89 0.52 0.51
a tmin™D 0. 2042 0. 7708 0. 1934 0.0723 0. 0456
8 tmin™) 0.0147 0. 0246 0.0198 0.0162 0.0136
Ve (1/kg) 0.43 0.19 0.51 0.56 0,82
Vdgg (1/kg) 0.97 0.74 0.9 0.9 1.10
ALC (pg/ml) min 62.20 48,9 30, 68 49,57 33,02
Clp (1/kg) min~! 0. 0161 0. 0204 0.0197 0. 0202 0.0189
th o (win) 3.4 0.9 3.6 9.6 15.2
th g (win) 47,0 28.1 35.0 2.6 0.9
Kz (min~l) 0. 1008 0.5118 0. 0762 0.0199 0.0032
Koy (min1) 0.0808 0.1753 0.0979 0.0325 0.0271
Kio (win~1) 0.0373 0.1083 0.0391 0. 0362 0.0229
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TABLA 2.7. Valorea individuales de loa parémetroa farmacociné-
ticos obtenidos para la dosis intravenosa de 2 mg/kg.

VALDRES INDIVIDUALES DE LOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE CIANAMIDA (DOSIS 2 mg/kg)

PARAMETRD (unidades) PERRO 1 PERRD 2 PERRD 3 PERRD 4 PERRO 5

fo (pg/ml) 1.3 228 6. 24 2.17 4,97
Bo (pg/ml) 1.86 1,45 .73 1.78 2.59
s (min~1) 0. 1750 0.0479 0.4514 0. 1074 0. 4203
8 (min~1) 0. 0149 0.0119 0.0198 0.0149 0.0162
Vo (1/kg) 0.63 0.54 0.22 0.51 0.26
Vdgg (1/kg) 0.93 0.78 0.61 0.84 0.67
ALC (pg/ml) min 132,51 169.09 151, 40 139.67 172.09
Clp (1/kg) win™! 0. 0151 0.0118 0.013 0.0143 0.0116
th g (min) 4.0 14,4 1.5 6.5 1.65
th g (min) 46.5 58. 1 3.9 46.4 42.9
Kiz (min~1) 0.0573 0.0119 0. 2608 0.0374 0.2379
Koy (min=1) 0. 1086 0. 0259 0. 1512 0. 0566 0. 1546
Kio (min~1) 0. 0240 0. 0220 0,059 0.0283 0.0439
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TABLA 2.8. Valorea individualea de loa parédmetroa farmacociné-
ticos obtenidos para la dosis intravenocsa de 4 mg/kg.

VALORES INDIVIDUALES DE LOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE CIANAMIDA (DOSIS 4 mo/kg)

PARAMETRD (unidades)  PERRD 1 PERRO 2 PERRO 3 PERRO 4 PERRD 5

fo {pg/ml) 2.23 4,08 4,46 3.64 3.89
Bo (pg/ml) 212 5.23 274 0.9 5.66
o f(min~l) 0. 1347 0.2181 0.0727 0. 0160 0. 3653
8 (min~1) 0.0111 0.0149 0. 0106 0.0075 0.0142
Ve (1/kg) 0.9 0.43 0.5 0.86 0. 42
Vdgg (1/kg) 1.6 0.69 0.9 0.98 0.67
ALC (pg/ml) min 207.9% 368,59 319.35 360, 38 408, 06
Clp (1/kg) min! 0.0192 0.0108 0.0125 0.0111 0.0038
th o (win) 5.1 3.2 9.5 43.3 1.9
th g (min) 62.7 4.4 65.3 R.4 4,7
K2 (win™!) 0.0336 0.0788 0. 0265 0.0013 0.1339
Koy (min~1) 0.0713 0. 1290 0, 0342 0.0093 0.2222
Kio (min1) 0. 0209 0. 0253 0.0225 0.0129 0. 0234
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Los valorea promedic de los pardémetroa farmacocinéticoa

con sus correspondientes errores esténdar estimados por grupo
de dosia de cianamida (1, 2 y 4 mg/kg) ason loa que ae indican
en la TABLA 2.9.

efectuado a

dichoa valoreas se ha

ajuatado obtenido de acuerdo con el modelo bicom-

La determinacién de
partir del
partimental.

TABLA 2.9. Valores medios * ES de los parémetros farmacociné-

ticos

obtenidos
bicompartimental, para las dosis

despuéa

mg/kg de cianamida.

de un

ajuatado
intravenosas de 1,

segin un

VALORES MEDIOS + ES DE LOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE CIANAMIDA

DOSIS (mg/kg)
PARARMETRO (unidades) 1 2 4
fo (pg/ml) 1.76 £ 0.63 3.40 £ 0.94 3.66 % 0.38
Bo (pg/ml) 0.76 + 0.11 2.08 £ 0.25 L.35+0.%
s (min1) 0.2573 £ 0.1322 0.2404 % 0,082 0.1614 + 0,061
8 (min™1) 0.0178 + 0.0020 0.0156 + 0.0013 0.0117 £ 0.0013
Ve (1/kg) 0.50 £ 0.10 0.43 £ 0.08 0.64 £ 0,11
Vdeg (1/kg) 0.% % 0.06 0.77 £ 0.06 0.93 £ 0.17
AUC (pg/ml) min 52.89 t 2.43 152,9% = 7.82 332,87 + 34.26
Clp (1/kg) mwin- 0.0190 # 0.0008 0.0132 % 0.0007 0.0127 + 0.0017
th o (min) 6.5 ¢ 2.6 5.61 ¢ 2.39 12.6 ¢ 7.8
th g (min) 50,7 4.1 45.77 £ L.73 63.1%8.2
Kiz (min~1) 0.1435 + 0.0936 0.1211 # 0,05030 0.0588 * 0.0228
Koy (@in1) 0.0827 % 0.0269 0.0934 + 0.0255 0.0932 + 0.0380
Kio min~1) 0.0487 ¢ 0.0152 0.0355 £ 0.0071 0.0210 % 0,0021
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2.1.4. Estudio de la linealidad cinética

Con el fin de poder evidenciar la presencia o auasencia de
un comportamiento farmacocinético no 1linealpara la cianamida,
en laas TABLAS 2.10 y 2.11 ae exponen los resultadoa que
permiten evaluar las magnitudes relativas de loa parédmetros
que en ellas se presentan, para las dosia de 1, 2 y 4 mg/kg,
mediante los métodos compartimental, y no compartimental

respectivamente.

Los diagramas de barraa expuestoa en laa FIGURAS 2.16 y
2.17 permiten observar con mayor claridad loas reasultadoa

proporcionados por loa dos métodos anteriormente citadoa.

TABLA 2.10. Valores medios = ES de ti,2, Vd, Clp y AUCg-4/D,
obtenidos después de un ajustado segin un modelo bicomparti-
mental para las dosis de 1, 2 y 4 mg/kg.

VALORES MEDIOS + €S DE LOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS COMPARTIMENTALES

DOSIS (mg/kg)
PARAMETRO (unidades) 1 2 4
t1/2 (min) 40.7 £ 4.1 §5.8 £ 3.7 3.1 + 8,2%
Vd  (1/kg) 0.92 + 0.06 0.77 £ 0,05 0.99 ¢ 0.17
Clp (1/kg)min~! 0.0190 + 0.0008  0.0132 # 0.0007¥a  0,0127 % 0.0017*3
AUCo-g / D (pg/ml)min 52.89 + 2,43 76.48 % 3.91%b 83.21 t 8,56%

*=p (0,05
4 = prueba de Scheffé
b=;mnmUdehmHhﬁmw
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TABLA 2.11. Valores medioa = ES de tj/2, Vd, Clp y AUCo-,/D,
obtenidos después del tratamiento por el método de 1los
momentos estadisticos para las dosis de 1, 2 y 4 mg/kg.

VALORES MEDIOS # ES DE LOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS NO COMPARTIMENTALES

DOSIS (mg/kg)
PARAMETRD (unidades) | 2 b
ty/2 (min) 37.8 £ 3.3 4.9 ¢ 1.1 60.6 + 4, 4%
Vd  (1/kg) 1.01 £ 0,06 0.88 £ 0.05 1.11 £ 0.21
Clp (1/kg)min~l 0.0197 £ 0,0008  0.0132 # 0.0006*3  0.0125 + 0.0016*2
ACo-g / D (pg/ml)min 53.47 £ 2,51 78,04 + 3,64% 85.06 + 9.00%b

*=p (0.0
3 = prueba de Scheffé
b = prueba U de Mann—Whitney

- 77 -



ESTUDIO LINEALIDAD CINETICA

.
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FIGURA 2.16. Diagrama de barras correspondiente a los valoresa
medios + ES de los parémetros tq1,2, Vd, Clp y AUCq-n / D, tras
el ajustado de los datos experimentales segin un modelo
bicompartimental, para las dosis intravenosas de 1, 2 vy 4
mg/kg de fé&rmaco.
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ESTUDIO LINEALIDAD CINETICA

cc888583838

0.08 + 100+,

0.04 ¢

FIGURA 2.17. Diagrama de barras correspondiente a los paréme-
tros t1,/2, Vd, Clp y AUCg-o / D, obtenidos mediante el método
de los momentos estadisticos, para las dosis intravenosas de
1, 2 yv 4 mg/kg de féarmaco.
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2.2. Estudio farmacocinético tras la administracidén oral

2.2.1. Niveles plasmé&ticos de farmaco

Las cinéticas individualeas seguidas después del trata-
miento oral de 4 mg/kg de cianamida proveyeron loa valorea de

concentraciones plasmé&ticas que se indican en la TABLA 2.12.

Las curvas obtenidas después del ajustado de los datos
experimentales segin una ecuacién biexponencial, aal como la
curva de correlacién entre las concentraciones experimentalea

y teéricas y la diatribucién de residuales se representan en

las FIGURAS 2.18-2.22.

TABLA 2.12. Valores de concentracién plasmética en funcién del
tiempo obtenidos después de la administracién oral de 4 mg/kg

de cianamida.

CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE CIANAMIDA

PERRD NE DOSIS 4 mg/kg oral

1 t i) 1 3 3 7 9 12 15 30 43 60 90 120 180 240 366
C (ng/ml) 153 549 1356 1389 1273 1397 1664 1203 1130 1097 905 5% 2 319 1R 4

2 t (min) I 12 16 33 46 61 183 244 361
C (ng/ml) 9 989 1004 3a62 179 1021 782 312 59

3 t (xin) t 3 5 7 9 12 1§ 33 45 60 R 120 180 245
C (ng/ml) 117 5B4 414 487 503 359 578 933 177 1118 B85 5% 199 81

4 t min) 1 3 3 7 9 12 17 30 45 60 91 121 182 241
C (rg/ml) 61 281 2093 2621 2377 4089 2870 2575 1774 1348 971 646 239 151

5 t (min) 3 5 7 9 12 15 20 47 59 % 1239 181 233 3R

C (ng/ml) 263 607 597 761 760 B398 1033 1011 1300 1026 1380 495 281

81
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DEPARTAMENT DE FARMACIA. SUBUNITAT DE BIOFARMACIA I FRRMACOCINETICA
METODO EXTENDIDO DE MINIMOS CURDRADOS (RJUSTADO ELSMOS)

FRARMACO: CIANAMIDA

DOSIS: 4 mg/kg VIA: oral
MODELO FUNCION: fun 8 MODELD ERROR: sef 1
AJUSTADO: monocompart!mental perro n.l

ESTUDIO FRRMRCOCINETICO

CURVA RJUSTADA CURVA DE CORRELACION

CONCENTRACIONES ng/m!
VALORES EXPERIMENTALES

1 | ] | ] ' | ] LI 1 ] | ]
8 81 162 243 324 485 @ 333 666 993 1332 1665
TIEMPO min VALORES TEORICOS
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FIGURA 2.18. Representaciones gréficas del ajuatado de la
curva, correlaciones entre concentraciones experimentales y
teSéricas y distribucién de residuales, traas la administracién
oral de 4 mg/kg de cianamida al perro no.l.
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DEPARTAMENT DE FRRMACIA. SUBUNITAT DE BIOFARMACIA I FARMACOCINETICR
METODO EXTENDIDO DE MINIMOS CURDRADOS (RJUSTRDO ELSMOS)

FRRMACO: CIRNAMIDA

DOSIS: 4 mg/kg VIR: oral
MODELO FUNCION: fun 8 MODELO ERROR: sef 1
RJUSTADO: monocompart |mental perro n.2

ESTUDIO FRRMACOCINETICO

CURVA RJUSTADA CURVA DE CORRELACION

VALORES EXPERIMENTALES

CONCENTRACIONES ng/ml

Ll ¥
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TIEMPO min VALORES TEORICOS
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FIGURA 2.19. Representaciones gréficas del ajuatado de la
curva, correlaciones entre concentraciones experimentales y
teéricas y distribucién de residuales, tras la administracidén
de 4 mg/kg de cianamida al perro no.Z2.
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DEPARTAMENT DE FRARMACIA. SUBUNITAT DE BIOFARMACIA I FARMACOCINETICA

METODO EXTENDIDO DE MINIMOS CURDRADOS (RJUSTADO ELSMOS)

FARMARCO: CIANAMIDA
DOSIS: 4mg/kg
MODELO FUNCION: fun B

AJUSTADD: monocompart|mental

VIA: oral
MODELO ERROR: sef 1
perro n.3

ESTUDIO FARMRCOCINETICO
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FIGURA 2.20.
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Representaciones . gréficas del
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experimentalea y
traa la adminiatracidén

oral de 4 mg/kg de cianamida al perro no.3.
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DEPARTAMENT DE FRRMACIA. SUBUNITAT DE BIOFARMACIA I FARMACOCINETICA
METODO EXTENDIDO DE MINIMOS CURDRADOS (RJUSTADO ELSMOS)

FARMRCO: CIANAMIDA

DOSIS: 4 mg/kg VIA! oral
MODELO FUNCION: fun 8 MODELO ERROR: sef 1
AJUSTRDO: monocompart!mental perro n.4

ESTUDIO FRRMACOCINETICO

CURVA AJUSTADA CURVA DE CORRELACION
4994, |
'if‘ 327 g
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3
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)
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FIGURA 2.21. Representaciones gréficas del ajustado de la
curva, correlaciones entre concentraciones experimentalea y
tedricas y distribucién de residuales, tras la administracién
oral de 4 mg/kg de cianamida al perro no.4.
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DEPARTAMENT DE FRRMACIA. SUBUNITRT DE BIOFRRMACIA I FRRMACOCINETICR
METODO EXTENDIDO DE MINIMOS CURDRADOS (RJUSTRDO ELSMOS)

FRARMACD: CIANAMIDA

DOSIS: 4 mg/kg VIA! oral
MODELO FUNCION: fun 8 MODELO ERROR: saf 1
ARJUSTRDO: monocompartimental perro n.S

ESTUDIO FRRMACOCINETICOD

CURYA AJUSTROA CURVA DE CORRELACION

1389]

1184
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4
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FIGURA 2.22. Representaciones gréaficas del ajustado de la
curva, correlaciones entre concentraciones experimentales y
tebéricas y distribucién de residualeas, traas la administracién
oral de 4 mg/kg de cianamida al perro no.S.
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2.2.2. Eleccién del modelo farmacocinético éptimo

Siguiendo el criterioc ya mencionado en el paragrafo
2.1.2, a partir de loa valorea promedios de los coeficientesa
de variacién porcentual y de loa AIC expueatoas en laa TABLAS
2.13 y 2.14 reapectivamente, se puede afirmar que el comporta-
miento del férmaco adminiastrado via oral a la dosis de 4 mg/kg
gueda explicado con mayor probabilidad por la ecuacién

biexponencial (Ec.27), es decir el modelo monocompartimental.

Sin embargo, loas ajustadoas obtenidos no han resultado lo
suficientemente fiables y han obligado a un tratamiento no

compartimental de los mismos.

TABLA 2.13. Valores de AIC correspondientes al ajuatado de loa
datos experimentalea obtenidoa después de la adminiatracién
oral de 4 mg/kg de fdrmaco segiin una ecuacién biexponencial y
triexponencial.

VALORES DE AIC ELECCION
PERRO N©2 BIEXPONENCIAL TRIEXPONENCIAL MODELO
1 91.20 93.21 Biexponencial
2 61.94 = Biexponencial
3 92.03 S4,84 Biexponencial
4 100.8 101.7 Biexponencial
S 391.0S = Biexponencial

- 86 -



TABLA 2.14. Precisién de la eatimacién de todoa loa paré&metrosa
farmacocinéticoa obtenidoa después de la adminiatracién oral
de 4 mg/kg de fArmaco, expresada como coeficiente de variacién
porcentual promedio.

CV (%) PROMEDIO ELECCION
PERRO N2 BIEXPONENCIAL TRIEXPONENCIAL MODELO
1 9.64 © 1863.9 Biexponencial
2 22.13 - Biexponencial
3 215.04 2079.4 Biexponencial
4 17.33 29.85 Biexponencial
S 42.36 = Biexponencial

2.2.3. Parémetros farmacocinéticos

Loa paré&metroa farmacocinéticoa individualea obtenidoa
tras la administracién oral de 4 mg/kg de cianamida para los

cinco perros ensayados se detallan en la TABLA 2.15.

La TABLA 2.16 resume los valores promedioca de los
par&metros farmacocinéticoa determinados posteriormente a la
adminiatracién oral de wuna doaia de 4 mg/kg de cianamida
mediante los métodos de ajuatado de la ecuacién biexponencial

a los datos experimentales y de los momentos estadisticos.
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TABLA 2.15.

Valorea individualeas de loa pardmetroa farmacoci-
néticoa tras la adminiatracién oral de 4 mg/kg.

VALORES INDIVIDUALES DE LOS PARAMETROS FRRMACOCINETICOS DE CIANAMIDA (DOSIS 4 mg/kg)

PARAMETRO (unidades) PERRD 1 PERRO 2 PERRD 3 PERRD 4 PERRO 5
t1/72 (mwin) 66.5 68.7 36.1 50.3 63.6
Clp / F (1/kg) min™!  0.0228 0.0178 0.0297 0. 0166 0.0166
AUCQ- (po/ml) min 175.23 224,83 134,56 241,45 240,67
Cwax (pg/ml) 1.75 2.28 18. 12# 3.26 3.43
tmax (min) 15.1 38.0 49.5 13.0 60.6
MRT (min)¥ 100, 16 113.95 91.84 78,38 133.0
VRT (mind)¥ 8716.2 8577.6 44466 6379.7 10486.8
AUCo~e (pg/ml) min® 181.08 258. 43 133.83 243.25 243.83
Clp / F (1/kg) win~1¥  0,0221 0.0155 0.0286 0. 0164 0.0164
ty/2 (min) ¥ 66.9 48,3 43.5 57.2 72.4
Vd / F (1/kp* 2.13 1.08 1.79 1.3 L7

* = pardmetros farmacocinéticos no compartimentales

# = valor no considerado al efectuar el promedio
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TABLA 2.16. Parémetros farmacocinéticos compartimentales y no
compartimentales correspondientea a una dosia oral de 4 mg/kg
de cianamida.

VALORES MEDIOS * ES

PARAMETRO (unidades) MODELO MODELO
COMPARTIMENTAL NO COMPARTIMENTAL
ti1/2 (min) 57.04 £ 0.5 S7.7 = 4.9
vd,/F (1/kg) - 1.61 + 0.18
Clp / F (1/kgdmin~1 0.0207 = 0.002S 0.0198 =+ 0.0025
AUCg-o (pg/mldmin 203.35 = 21.01 213.28 = 22.70
MRT (min) - 103.5 = 9.4
VRT (min2) - 7721.4 x 1046
Cmax (pg/ml) 2.68 + 0,40 2.30 £ 0.58
Tmax (min) 35.2 = 9.4 33 £ 8.9
Cé o d a bilodisponibilidad

La biodisponibilidad del farmaco , deapuéa de asu adminia-
tracién a una dosis oral de 4 mg/kg se ha eatimado tal como ae
indica en el apartado 1.5.2.2 mediante la ecuacién 33, a
partir de los parédmetros obtenidos después del ajuatado
correspondiente, y por el método de loa momentoa eatadiaticoa.
Los resultados obtenidos expresados como valor medioc * ES han

sido de 62.68 = 6.79 %X y 64.20 + 6.78, respectivamente.

Cabe destacar que en nuestro caso, se administré la miama
dosis por via intravencsa que oral, como consecuencia no fue
preciso normalizar los valorea de laa 4reas bajo las curvaa

por la dosis.
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CAPITULO 3

DISCUSION



3.1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS
3.1.1. Administracién intravenocsa

En general, el modelo farmacocinético que mejor ha satis-
fecho los niveles plasméticoas de cianamida obtenidos tras sau
administracidén intravenosa al perro a treas nivelea de doaia:
i1, 2 vy 4 mg/kg, ha sido el modelo abiertoc de dos compartimien-
tos. En efecto, nos decantamos por @l modelo bicompartimental
después de aplicar el ensayo de MAICE para un nivel de proba-
bilidad de 0.05 y comprobar que traas la utilizacién de esate
modelo los parédmetros mda representativos del miamo se eati-
maban con mayor precisién, ea decir presentaban un coeficiente
de variacién porcentual notablemente inferior, que loa obte-

nidos con el-modalo tricompartimental.

A la luz de los parémetros farmacocinéticos obtenidoa
tras la administracién intravenosa de 1 mg/kg al perro beagle
se ponae de manifieato que la cianamida presenta una aemivida
bioclégica fugaz, de unoas 40 minutos, al tiempo que el equili-
brio de distribucién sae alcanza rédpidamente, aocbre loa 30
minutos. El volumen de distribucién en condiciones de estado
de equilibrio eatacionario ea del orden de un litro por kilo-
gramo de peso, lo gque supone en principio una amplia distribu-
cién de la cianamida por todo el organismo. El aclaramiento
plasm&tico es elevado, del orden de 0.02 (l/kg)min~l y, a
juzgar por los valores de las microconstantes obtenidos, el
retorno del farmaco del compartimiento periférico al central
no ea el factor limitativo del proceso de eliminacién del

mismo, puesto que la constante de eliminacién K10 ea la micro-

constante menor.

La dosis de 2 mg/kg por via intravenosa permite realizar
un comentario idéntico en cuanto al comportamiento farmacoci-

nético de la cianamida. Cabe resaltar, ain embargo, que traa
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la administracién de esta dosis el aclaramiento plasmético es
significativamente inferior (p < 0.05) del orden de
0.013 (1/kg)min~1 y por su parte el area bajo la curva de
nivel plasm&tico ha aumentado més que proporcionalmente rea-
pecto a la obtenida tras la administracién de la dosis de 1

mg/kg.

La administracién intravenocsa de cianamida a 1la dosia de
4 mg/kg permite obtener unos parémetroa farmacocinéticoas que
muestran una tendencia similar en el comportamiento farmacoci-
nético de dicho férmaco. La semivida biolégica obtenida tras
la administracién de esta dosia ha sido superior a la obtenida
con las dos dosis anteriores, del orden de-los 62 minutos pero
el aclaramiento plasmético ea del mismo orden que el obtenido

tras la dosis de 2 mg/kg, de unos 0.013 (l/kg)min~1,

Todos estos datos nos inducen a pensar que la cianamida
presenta en el perro, para el 4&mbito de doais administradaa
(de 1 a 4 mg/kg), un comportamiento farmacocinético dosis-
dependiente. Para comprobar este extremo se han aometido a
comparacién eatadiastica loa aiguientes pardmetroa farmacociné-
ticos: el aclaramiento plasmético total (Clp), la semivida
biolégica de eliminacion (t31,2), el volumen de distribucidén
(Vd) vy el area bajo la curva de niveles plasmé&ticos norma-
lizada por la dosis administrada (AUCg-4, /D), parémetros que
se asumen constantes e independientes de la dosis administrada
cuando el comportamiento farmacocinético del férmaco es l1li-
neal. La comparacién de dichos paré&metroas mediante un ANOVA ha

puesto de manifiesto loa siguientes puntos:

a) El aclaramiento plasmético se modifica con las doais
administradas (p = 0.003), presentando una cierta tendencia a

disminuir con la dosis.

b) La semivida biolégica también se modifica con las
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dosis administradas (p = 0.041), tendiendo, por el contrario,

a aumentar con la dosis.

¢) El1 volumen de distribucién Vd précticamente permanece

constante dentro del ambito de dosis administradas
(p = 0-365) -

d) El &rea bajo la curva de niveles plaamdticos normali-
zada por las dosis (AUCg-yn /D) varia con ellas (p = 0.006),

tendiendo a incrementarse al aumentar éstas.

Todos eatos puntos constituyen, a nuestro entender, una
evidencia experimental del comportamiento farmacocinético

dosis~-dependiente de la cianamida.

Por otro lado, cabe deatacar gue la eliminacién de la
cianamida en el perro es muy répida, presentando una semivida

biolégica en esta especie animal entre loa 45 y 60 minutoa.

Eata semivida bioclégica tan fugaz de la cianamida en el
perro resulta ligeramente superior a la estimada en la rata,
tras la administracién intravenosa de 2 mg/kg (20 minutos) (1)
y del mismo orden que la obtenida traa la adminiatracién de
35 mg/kg (S56.6 minutos) (2). Creemos dque no resultan rele-
vantes las diferencias, en cuanto al comportamiento farmacoci-

nético de la cianamida, entre ambas especies animales (rata y

perro)d.

La fugaz semivida biolégica de la cianamida se puede
atribuir a la répida metabolizacién de la misma. En efecto,
Shirota y col. (3) demostraron, tras la adminiatracién de
cianamida a la rata, conejo, perro y hombre, la pronta apari-
cién en orina de la N-acetilcianamida, el principal metabolito
inactivo de la cianamida. Cabe deatacar, por idltimo, gque la

fugaz= semivida biolégica en las especiea estudiadas:

- 93 -



rata (1,2,4), conejo (S) vy perro (presente Memoria) no coin-
cide con la actividad farmacolégica de la cianamida, mucho mas
prolongada. No existe, pues, un paralelismo entre el efecto
farmacolégico y los niveles plasmdticos de cianamida. Este
hecho soportarfia la idea expuesta por otros autores (6-8) de
que la actividad farmacolédgica "in vivoe"™ de 1la cianamida

depende de un metabolito activo de naturaleza deaconocida.

Por otro lado, recientemente Shirota y col. (9) han propuesto
las pautas racionales para el disefio de proférmacos de ciana-
mida con la finalidad de disponer de una mayor duracién de la,
actividad farmacolégica. Kwon (10) y Nagasawa (11) han demos~-
trado qﬁe loa acil derivadoa y loa peptidil derivados poseen
una actividad farmacolédgica que se detecta incluso a laa 72

horas de su administracién.

No hemos hallado ningin antecedente bibliogréficc acerca
de la disposicién de la cianamida en el perro. Tampoco hemos
hallado ninguna referencia acerca de su posible comportamiento
farmacocinético dosia-dependiente en el é&mbito de laa dosis-
administradas, algunas de ellaa utilizadas en terapéutica.
Obach y col (S) pusieron de manifiesto, en el conejo, que la
cianamida presentaba un comportamiento farmacocinético dosia-
dependiente, pero, cabe sefialar gque dicho eatudioc se realizé
tras la administracién de dosis 40 veces superiores a las del

estudio de la presente Memoria.

El hecho de que se observen diferencias aignificativaa
tras la administracién intravenoasa de 1, 2 y 4 mg/kg en los
valores de las semividas biolégicas y del aclaramiento plasmé-
tico y no se detecten en cambio estas diferencias en loa valo-
res del volumen de distribucidén nos induce a pensar que dichaa

diferencias se producen 86lo a nivel de la eliminacién del

fadrmaco.

Shirota y col (3) demostraron que tras la adminiatracion
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de 1l4C-cianamida a la dosis de 0.04 mmol/kg (1.68 mg/kg) se
recuperaba en orina entre el 80 y 99 % de la dosis administra-
da. Unicamente el 11 % de la excretada se recuperaba en orina
como cianamida inalterada mientras que el 87 % era N-acetil
cianamida. Aaf puea el mecaniamo de eliminacién mayoritario de
la cianamida ez el metabélico. Por su parte, los miamoa auto-
rea demoastraron que el perro posee una actividad acetiltrana-
ferasa hepética inferior a la de otras especies animales y,
por consiguiente, con una mayor posibilidad de saturacién. El
compoftamianto dosis-dependiente observado por nosotroa a laa
dosis ensayadas podria atribuirse a una probable saturacidn

del proceso de acetilacidén.

3.1.2. Administracién oral

La administracién oral de 4 mg/kg de cianamida al perro
beagle provee unoa nivelea plaaméticos que no se han podido
tratar adecuadamente con las ecuaciones biexponenciales o
triexponenciales clésicas (r entre 0,9278 y 0.9882) por lo que
hemos decidido utilizar un tratamiento farmacocinético no

compartimental de estos datoa experimentales.

Loa datos obtenidos ponen de manifiesto que la cianamida
presenta una répida absorcién oral a juzgar por los valores de
Cmax (2.3 = 0.58 pg/ml) que sgse alcanzan ya a los 33 ¢ 8.9
minutos (Tmax). La biodisponibilidad en velocidad de la ciana-

mida se ha eatimado a partir de loa valores de Tmax y Cmax

experimentales.

En puridad ea dificil estimar la biodisponibilidad en
magnitud de este fé&rmaco que como ya se ha comentado anterior-
mente presenta una cinética doais dependiente probablemente a
causa de que el aclaramiento plasmético disminuye al pasar de
una dosis de 1 a una de 4 mg/kg. No obstante creemos que puede

utilizarse la expresién clésica F = AUCgy/AUVivy para el cal-
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culo de la biodisponibilidad absoluta por los siguientes

motivos:

a) Las administraciones oral e intravenosa se realizaron

a las mismas dosis.

b) En el émbito de dosis utilizado por via intravenoasa no
se han podido observar diferencias en el volumen de distribu-

cién (vVd).

c) Por dGltimo, la semivida bioldgica obtenida tras la
administracién intravenosa de 4 mg/kg no difiere significati-

vamente de la obtenida por via oral.

No parece aventurado pensar, pues, que el aclaramiento
plasmético de la cianamida permanece constante tras las admi-
nistraciones oral e intravenosa, a la dosis de 4 mg/kg. Asi
pues podemos aproximar el valor de la biodisponibilidad abso-

luta de la cianamida por via oral en el perro en un 62.6 %.

La biodiasponibilidad en velocidad de la eianamida en el
perro, eatimada de los valores dea Cmax y de Tmax ea del mismo
orden que la obtenida en la rata (1,2,4) y en el conejo (5),
incluso, teniendo en cuenta las acusadaa diferencias en las
dosis administradas. La absorcién de la cianamida es répida y
no es de extrafiar, a juzgar por la estructura y el escaso peso
molecular de dicho compuesto, gque la difusién de la cianamida
a través de la membrana absorbente y a travéa de los poroa
acuosos de la misma puedan ser ambas relevantes para esta

molécula (12).

La biodisponibilidad en magnitud estimada del orden del
63 %X es sensiblemente inferior a la obtenida en la rata (2) y
que la que se puede deducir de los eatudioa de Shirota y

col. (3) en el perro. Dichos autores pudieron recuperar aen
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orina alrededor del 86 X% de la radiactividad administrada,
siendo las pérdidas por heces insignificantes, del orden del
0.03 % . A la luz de los resultados obtenidoa por nosotros, no
puede descartarse la poasibilidad de gque 1la cianamida no se

halle sometida a un efecto de primer paso en el perro.

Del trabajo efectuado en la presente Memoria, pueden

extraerse las conclusiones que a continuacién se exponen.

3.2. CONCLUSIONES

1.- Tras la administracién intravenosa, la disposicién de la
cianamida en el perro puede explicarse satisfactoriamente de
acuerdo con un modelo abierto de doa compartimientoa. La
eleccién del modelo se justifica tras la aplicacién del ensayo
de MAICE y traa la comparacién de la precisién (CV X) con la

que se estiman loas pardmetroa mas representativos.

2.- En el é&mbito de las dosis administradaa (de 1 a 4 mg/kg),
la semivida bioléSgica de eliminacién obtenida para la ciana-
mida, entre 40 y 63 minutoas, puede conaiderarse fugaz con-
trastando con la prolongada duracién de su actividad farmaco-
l6gica; ello que apoyarfa la idea de que la cianamida preciaa

biotransformarse a un metabolito activo.

3.~ La comparacién de los valores de la semivida biolégica,
aclaramiento plasmético vy &rea bajo la curva de niveles plas-
méticoa normalizada por las dosis administradas ha puesto de
manifiesto diferenciasa estadisticamente sasignificativas de
estos parémetros para el &mbito de doais ensayadas. Este hecho
permite concluir que la cianamida presenta un cierto comporta-
miento farmacocinético doasia-dependiente.
J
4.- E1 hecho de que no se hayan observado para las tres dosia

ensayadas diferencias estadisticamente significativas en el
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valor del volumen de distribucién y si{, en cambio, se haya
observado una disminucién del aclaramiento plaam&tico cuando
se incrementan las dosis, apunta a que la farmacocinética
dosis-dependiente del fédrmaco estd relacionada con su proceaoc

de eliminacidén.

S.- El tratamiento no compartimental de los datos experi-
mentales llega a idénticas conclusiones que el tratamiento de
los mismoa de acuerdo con el modelo bicompartimental abierto,
lo cual de hecho uno y otro tratamiento reafirman la no-linea-

lidad farmacocinética de la cianamida.

6.- El1 proceso de absorcién de la cianamida es rédpido, los
valorea de Cmax se alcanzan a los treinta minutos, hecho ya
observado en otras especiea animaleas. La biodisponibilidad
absoluta obtenida en el perro es del orden del 63 %, inferior
a los datos obtenidos en otras especies animales, si bien,
estimada por métodos inespecificos. No puede descartarse por
tanto que el férmaco no aufra un efecto de primer paso.
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