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“When you have a deep truth, then the opposite of a deep truth may again be a deep truth."

Niels Bohr
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SINTESIS

En el presente trabajo se implementa una aproximacion subestructural “in silico” (TOPS-MODE) para la
prediccion de propiedades fisico-quimicas, de absorcidon y farmacocinéticas a una familia de 6-
fluoroquinolonas y a nuevos derivados 2-nitrovinilfuranicos. Los modelos teoéricos obtenidos, corroborados
experimentalmente en algunos miembros de ambas familias, evidencian la estrecha relacion de estas
propiedades con las caracteristicas lipofilicas, el tamafio molecular y las areas polares de los compuestos
estudiados. Se caracteriza el proceso farmacocinético de absorcion del 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitro-vinil)-
furano (Gl), a través de modelos ““in vivo”, “in situ" e “in vivo”, corroborando los resultados tedricos
alcanzados. Los resultados permiten al Centro de Bioactivos Quimicos constar con una nueva metodologia
totalmente aplicable a la estrategia de desarrollo de nuevos principios activos, dando un enfoque racional y
econdmico a los estudios farmacocinéticos y farmacoldgicos exigidos, por las autoridades regulatorias, a los

nuevos candidatos a farmacos.
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Introduccion

INTRODUCCION

Los nuevos avances en el descubrimiento de farmacos (quimica combinatoria y robética) han provocado que
la Industria Médico-Farmacéutica presente serios problemas debido al marcado incremento en el nimero de
nuevas entidades moleculares (NEM) que limitan experimentalmente el ciclo de desarrollo de los farmacos
(Patel y Gordon, 1996). Con el advenimiento de la gendmica y la proteémica, el nimero de sitios de accion de
los farmacos y de las NEM se espera que incrementen en los proximos afos (PhaRMA Industry Profile,
2000).

Historicamente, de 250 compuestos que entran a la fase preclinica de desarrollo como nuevos farmacos para la
investigacion, solamente 5 son evaluados en la clinica y finalmente solo 1 es aprobado por la Food and Drug
Administrador! (FDA) para su uso en humanos (Caldwell, 2000; PhaRMA Industry Profile, 2000). En esta
gran desproporcion los procesos de Absorcidn, Distribucion, Metabolismo y Excrecion (ADME) y la
toxicidad, juegan un papel significativo en el 70 % de las fallas (Egan y col., 2000; Kennedy, 1997; Dimasi,
2001).

El vertiginoso desarrollo en los procesos de obtencion de farmacos y de generacion de nuevas cabezas de
series, ha conllevado a que los nuevos farmacos sean mas lipofilicos, menos solubles en agua y de mayor peso
molecular que las tradicionales NEM (Stenberg y col., 2000; Egan y Lauri, 2002), por lo que se espera que la
velocidad de éxito sea aun mas baja, ya que estas caracteristicas con frecuencia conllevan a propiedades
biofarmacéuticas desfavorables. Por lo tanto, los esfuerzos recientes se han dirigido a la reducciéon del nimero
de candidatos que posteriormente fallan en el proceso, intentando identificar tempranamente a los
potencialmente problematicos (Sinko, 1999).

Dentro de las tultimas tendencias de las grandes compafiias farmacéuticas se destacan la obtencion y
utilizaciéon de modelos tedricos capaces de predecir las propiedades ADME basadas enteramente en la
informacién quimico-estructural, propiciando un tamizaje masivo de farmacos sin la necesidad de sintetizar
las moléculas fisicamente (van de Waterbeemd, 2002). No obstante a la gran utilidad que representan los
nuevos métodos “in Sil ico” en la prediccion de propiedades ADME que son usualmente obtenidas “m v/vo”,
una aplicacion combinada de estos con los métodos tradicionales “m Vitro” devendria en una poderosa
herramienta para utilizar, de forma masiva, en un tamizaje preliminar en el desarrollo farmacéutico,

incrementando la eficiencia del proceso de descubrimiento de farmacos (Bohets y col., 2001).

Caracterizacion teorica y experimental de la absorcion intestinal de nuevos antibioticos 1



Introduccion

Con frecuencia se desea que un nuevo farmaco sea administrado oralmente debido a la conveniencia del uso
de esta via para los pacientes, sin embargo, no todos los compuestos poseen propiedades compatibles con la
administracion oral; de hecho el desarrollo clinico de nuevos farmacos es interrumpido con frecuencia a
causa de la pobre biodisponibilidad oral del farmaco, guiando a costos significativos para las compaifiias
farmacéuticas (Arlington, 2000).

Para que un farmaco sea efectivo después de la administracion oral, una parte significativa de la dosis
administrada debe alcanzar de forma inalterada la circulacion sistémica, por lo que la solubilidad y absorcion
del compuesto son dos de las propiedades de mayor influencia en la extension de la absorcion desde el tracto
gastrointestinal. Es por ello que es de vital importancia, en una primera etapa, identificar compuestos cuyas
estructuras quimicas aseguren una suficientemente alta permeabilidad o al menos ser capaces de delimitar
eficientemente aquellos compuestos cuyas permeabilidades son demasiado bajas (Yoshida y Topliss, 2000;
Yu y col., 2000)

El Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ) de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas ha dirigido
sus investigaciones a la produccion de farmacos, obtenidos por via sintética. En este Centro se han
sintetizado, hasta la fecha, mas de 700 nuevas sustancias, algunas de las cuales presentan una marcada
actividad bioldgica y muchas de ellas no han sido ensayadas como posibles farmacos. Una de ellas, el 2-
bromo-5-(2-bromo-2-nitro-vinil)-furano, denominado GI, ha demostrado una potente actividad antibacteriana
y antifingica y cuenta con un amplio estudio quimico, toxicoldgico y farmacéutico (Blondeau y col., 1999;
Cortés, 1997; Cortés y col., 1997; Dalton, 1999; Estrada, 1998).

Tomando en consideracion la relevancia de los resultados sintéticos alcanzados en el CBQ, asi como la
demostrada validez de los métodos grafo-tedricos desarrollados por el grupo de Disefio de Farmacos (Estrada,
1996; 1997a; 1998a; 2000a; Estrada y Molina, 2000a; 2001a; Estrada y Gutiérrez, 1999a; Estrada y col.,
1998; 2000a; 2000b; 2001a; 2001b; 2001c; Estrada y Pefia, 2000a; Estrada y Uriarte, 2001a), consideramos
factible la utilizacion combinada de métodos farmacocinéticos “w Silico” y experimentales, para la temprana
prediccion de la adecuada absorcion de nuevos candidatos 2-nitrovinilfuranos a ser evaluados como
medicamentos.

Por todo lo anterior se plantea el siguiente problema cientifico:

Caracterizacion teorica y experimental de la absorcion intestinal de nuevos antibioticos 2



Introduccion

La caracterizacion farmacocinética del proceso de absorcion es una de las etapas principales en el
desarrollo de medicamentos para la administracion oral, sin embargo la mayoria de los nuevos
candidatos a farmacos no logran sobrepasar la fase clinica debido a inapropiadas propiedades de
absorcion, siendo ademas la caracterizacion experimental de este proceso costosa y practicamente

imposible de implementar en el estudio masivo de nuevos candidatos a firmacos.

Como via para solucionar el problema cientifico se formula la siguiente hipotesis:

Si es posible a través de métodos topoldgicos “m silico” obtener funciones que relacionen
adecuadamente la estructura quimica, de una familia de antibiéticos conocidos como las 6-
fluoroquinolonas, con sus propiedades fisico-quimicas, farmacocinéticas de absorcion y farmacolégicas,
podria utilizarse este mismo enfoque cientifico en la prediccion de estas propiedades para nuevos

compuestos pertenecientes a la familia de los 2-nitrovinilfuranos.

Para cumplimentar la anterior hipodtesis y dar respuesta a la problematica cientifica planteada, se proponen los
siguientes objetivos:

Objetivo general

Desarrollar una nueva metodologia en el estudio de la absorcion de farmacos, a través de la combinacion de

estudios tedricos “in silico” y la posterior corroboracion experimental “in vitro", ““in situ™ e *“in vivo™.

Objetivos especificos

1- Implementar una aproximacion sub-estructural del disefio molecular (TOPS-MODE, TOPological
Subestructural Molecular DEsign) para obtener modelos tedricos capaces de predecir propiedades
fisico-quimicas, de absorcién y farmacocinéticas-farmacoldgicas de 6-fluoroquinolonas, con la
posterior corroboracion experimental en algunos miembros de la familia.

2- Instrumentar la aproximacion TOPS-MODE para obtener modelos predictivos de propiedades fisico-
quimicas para compuestos pertenecientes a una nueva familia de fArmacos (2-nitrovinilfuranos), y la

posterior corroboracion experimental en algunos de sus miembros.

Caracterizacié tedricay experimentt dela absorciérintestinalde nuevosantibiéticos 3
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Introduccion

3- Implementar la aproximacion TOPS-MODE para obtener modelos predictivos generales de
propiedades farmacocinéticas de absorcidon para cualquier familia de farmacos, y especificamente los
2-nitrovinilfuranos.

4- Caracterizar el proceso farmacocinético de absorcion y de transporte intestinal de un representante de
la familia de los 2-nitrovinilfuranos (Gl), a través de ensayos ““in vitro™ e ““in situ™.

5- Caracterizar el comportamiento farmacocinético del “C-G1, en Miglyol 810 N, asi como su
biodistribucion después de una administracion de dosis tnica por via oral en ratas Spragiie Dawley.

6- Comparar los resultados alcanzados en las predicciones ““in silico” de absorcion del Gl con los
valores experimentales de absorcion obtenidos en experimentos “in vitro", *“in situ” e "in vivo™.

La novedad cientifica de este trabajo se fundamenta en la aplicacién por vez primera y acorde con las
ultimas tendencias mundiales, de un método topologico ““in silico” (TOPS-MODE) para la prediccion de
propiedades fisico-quimicas y farmacocinéticas de absorcion sobre una nueva familia de farmacos (2-
nitrovinilfuranos) donde uno de sus miembros, el Gl, ha demostrado ser un bactericida-fungicida de amplio
espectro, unico de su tipo a nivel mundial. La utilizacién de esta metodologia conlleva a un resultado final
totalmente aplicable a la estrategia de trabajo del CBQ en su inmediato devenir, siendo también de posible
utilizacién por otras instituciones cientificas y académicas de nuestro pais cuyo principal objetivo sea la
racionalidad en la obtencion de nuevos potenciales candidatos a farmacos. Con el presente trabajo se
desarrolla una nueva metodologia para la prediccion teodrica de propiedades fisico-quimicas y de absorcion,
mediante su aplicacion sobre una familia y un compuesto de interés para la industria farmacéutica cubana.

El presente trabajo de tesis fue realizado en las instalaciones del Centro de Bioactivos Quimicos (Universidad
Central de Las Villas, Cuba), en el Departamento de Farmacia de la Universidad de Saskatchewan (Canada) y

en el Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica de la Universidad de Valencia (Espaiia).
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CAPITULO I. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Estudios Farmacocinéticos. Aspectos Generales.

1.1.1 Introduccion.

La Farmacocinética constituye una ciencia surgida como consecuencia del impulso que experimentaron en
todo el mundo los estudios farmacolédgicos. El término Farmacocinética fue introducido por Dost (1953),
aunque los antecedentes reales de esta ciencia deben buscarse a finales del siglo XIX y principios del XX
(Alonso y col., 1990).

Para muchos su origen se situa en la década del 1930 a raiz de los trabajos publicados por Torsten Teorell
(1937a; 1937b), sin embargo su ulterior desarrollo fue lento y no es hasta la década del 1960 cuando la
Farmacocinética se desarrolla como ciencia, junto con la Biofarmacia (Alonso y col., 1990).

Aunque existen numerosas definiciones, de una manera simplificada se puede considerar la Farmacocinética
como la encargada del estudio de las velocidades de cambio de concentracion de fArmaco y/o sus metabolitos
en los fluidos biologicos, tejidos y excretas, asi como de la cinética de las respuestas biologicas
correspondientes y de la construccion de modelos adecuados para la interpretacion de los datos
experimentales (Wagner, 1983).

1.1.2 Procesos ADME. Valoraciéon general.

Las siglas ADME agrupan al conjunto de procesos que un farmaco es susceptible de experimentar en su
transito por el organismo, ellos son: Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Excrecion. Los estudios ADME
caracterizan la farmacocinética basica del farmaco y por lo tanto, juegan un importante rol en la interpretacion
de estudios farmacologicos y toxicologicos (Bonal y Dominguez, 1992).

1.1.2.1 Absorcion.

La absorcion se define como el fenomeno de paso de un principio activo o metabolito a través de una barrera
fisiologica que separa al medio interior, fundamentalmente la sangre, del lugar de administracion (A'iache y
col., 1983).

Si bien la absorcion por difusion pasiva transcelular suele ser el mecanismo mas habitual, un farmaco puede
absorberse por otros mecanismos, tales como transporte activo, pinocitosis o el paso a través de pares de iones

(Hillgren y col., 1995). Este proceso esta condicionado por las

Caracterizacion teorica y experimental de la absorcion intestinal de nuevos antibioticos 5



propiedades fisico-quimicas del farmaco, por factores de la formulacion, fisiopatologicos y por otros entre los
que se destaca la interaccion entre medicamentos (Hillgren y col., 1995).

Desde el punto de vista cinético, la absorcion suele ser de primer orden, aunque cuando intervienen procesos
de caracter saturable puede ser caracterizada por una cinética no lineal del tipo Michaelis-Menten (Broddie,
1989; Bonal y Dominguez, 1992).

Uno de los parametros directamente relacionado con la absorcion es la biodisponibilidad (F), la cual se
define como la velocidad y la magnitud con las que se absorbe el ingrediente activo o parte terapéutica de un
medicamento desde la forma de dosificacion y resulta disponible a nivel del lugar de accion (FDA, 1977,
CPMP, 1992)

Respecto a la velocidad, la biodisponibilidad puede definirse utilizando diversos parametros como son:
concentracion plasméatica méxima de farmaco (C,ax), tiempo en alcanzar la concentracion maxima
(Tmax) y constante de velocidad de absorcidn (Ka) (Gibaldi y Perrier, 1982; Wagner, 1983). Este altimo
parametro no esta afectado por cambios en la distribucion y eliminacion del medicamento, por lo que refleja
con gran precision la velocidad de absorcion. Como es un tema esencial del presente trabajo, la absorcion sera
analizada con mayor profundidad posteriormente.

1.1.2.2 Distribucidn.

Por distribucion se entiende el proceso o conjunto de procesos reversibles mediante los cuales el farmaco
libre se incorpora desde la circulacion sistémica a los diferentes 6rganos y tejidos corporales. La capacidad de
distribucién de los farmacos es muy variable, estando controlada por factores propios del farmaco y
fisiologicos (Lanao, 1987; Naranjo y col., 1992).

El volumen aparente de distribucion de un farmaco (Vz) es uno de los pardmetros farmacocinéticos que
mejor caracteriza el proceso de distribucion y se define como el volumen teodrico de los fluidos o tejidos
corporales en los que el principio activo se disuelve o fija, respectivamente (Gibaldi y Perrier, 1982; Wagner,
1983; Naranjo y col., 1992). Sin embargo otros parametros como la union a proteinas plasmaticas y tisulares
y las constantes de velocidad intercompartimentales deben ser considerados para una adecuada interpretacion
de este proceso.

1.1.2.3 Eliminacidn.

Los procesos de eliminacion depuran el farmaco del organismo por biotransformacion y excrecion. El primer

mecanismo conduce a la formacion de uno o varios metabolitos los cuales
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son posteriormente excretados (Gudzinowics y col.,, 1984). Los procesos de excrecidn permiten la
eliminacion del farmaco inalterado o de sus metabolitos al exterior, siendo la excrecion renal la via
fundamental de eliminacidn para la mayoria de los medicamentos.

Desde el punto de vista fisioldgico los procesos de eliminacion por biotransformacion siguen una cinética no
lineal del tipo Michaelis Menten y los de excrecion se caracterizan generalmente, por una cinética de primer
orden (Gibaldi y Perrier, 1982; Wagner, 1983; Bonal y Dominguez, 1992). Varios son los parametros
farmacocinéticos que caracterizan la fase de eliminacion, dentro de los que resaltan el aclaramiento
plasmadtico tota! del farmaco (Cl,), el tiempo medio de eliminacion (t,,) y la constante de eliminacion del
farmaco (Ke) (Naranjo y col., 1992).

1.1.3 Analisis compartiniental.

1.1.3.1 Modelos farmacocinéticos.

Cuando se pretende caracterizar el comportamiento cinético de un farmaco en el organismo, es necesario
disponer de la informacién relativa a la evolucidon en el tiempo de las cantidades o concentraciones del
farmaco en los diferentes 6rganos y fluidos corporales objeto de estudio.

Los primeros antecedentes de la utilizacion de modelos compartimentales datan de los inicios del siglo XX,
cuando Widmark intent6 expresar en lenguaje matematico la relacion concentracion- actividad (Widmark,
1919). Sin embargo, ¢l resultado mas importante de esa época se debe a Teorell que publica en 1937 dos
articulos en los que desarrolla teorias basicas, como las de los modelos compartimentales, distribucion tisular,
etc (Teorell, 1937a; 1937b).

Los modelos compartimentales se basan en considerar al organismo dividido en una serie de compartimentos,
cinéticamente distinguibles, en los cuales el farmaco se distribuye de forma homogénea. Paralelamente,
existen para cada compartimento una serie de constantes de velocidad, generalmente de primer orden, que
controlan los procesos de transferencia del farmaco (Peris-Ribera y Torres-Molina, 1997).

El modelo monocompartimental es el mas frecuentemente utilizado, siendo su principal ventaja la buena
capacidad de prediccion del comportamiento cinético de los farmacos y su inconveniente fundamental, la
escasa descripcion de la realidad fisiologica (Gibaldi y Perrier, 1982; Wagner, 1983).

Cuando un farmaco se distribuye ampliamente en el organismo deben utilizarse modelos cinéticos mas

complejos, que lo dividan en varios compartimentos. Dentro de estos modelos
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multicompartimentales, el mas simple es el bicompartimental, que considera al organismo dividido en dos
compartimentos (Riegelman, 1968).

La mayoria de los farmacos administrados por via intravenosa se definen adecuadamente mediante un modelo
bicompartimental. Sin embargo, cuando los firmacos se administran por via oral es mas dificil identificar la
fase de distribucion, ya que los tres procesos cinéticos (absorcion, distribucion y eliminacidon) ocurren
simultaneamente. Por esta razon, la cinética de un gran nimero de firmacos administrados por esta via se
representan adecuadamente por un modelo monocompartimental (Naranjo y col., 1992).

1.1.3.2- Analisis no-compartimental.

Los estudios farmacocinéticos en la actualidad tienden a apartarse del analisis compartimental, ya que ellos
envuelven multiples variables las cuales requieren numerosas muestras sanguineas por tiempo, para
caracterizarlas adecuadamente. Ademas, el ajuste de la curva depende de la pendiente de la fase terminal, la
que frecuentemente se mide utilizando concentraciones plasmaticas proximas al limite de deteccion del
método de analisis. Todo esto ha permitido que Gltimamente se utilice el analisis de los momentos estadisticos
para comprender mejor el comportamiento de un farmaco en el organismo (Yamaoka y col., 1978; Cutler,
1978: Cheng y Jusko, 1988). Los momentos estadisticos son caracteristicos de la forma de las curvas
estadisticas de distribucion (como las curvas de concentracion plasmatica en funcion del tiempo) y son
independientes del modelo farmacocinético compartimental.

El transito de un principio activo por el organismo es un proceso estocastico. El movimiento de las moléculas
individuales, a través del cuerpo, estd gobernado por la probabilidad ya que ellas no pueden ser absorbidas,
metabolizadas o excretadas al mismo tiempo. Asi, el tiempo de residencia del farmaco en el organismo puede
concebirse como una distribucion de frecuencias con una media y una varianza.

El perfil de concentracion plasmatica en funcion del tiempo, luego de una dosis de un farmaco, puede ser
considerado como una curva de distribucion estadistica donde los tres primeros momentos de la curva se
definen como: drea bajo la curva (AUC), tiempo medio de residencia (MRT) y varianza del tiempo medio

de residencia (VRT) (Yamaoka y col., 1978; Cutler, 1978; Benet y Galeazzi, 1979).
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1.1.4 Estudios de biodistribucion.

Los métodos utilizados para estudiar la biodistribucion y metabolismo de farmacos han avanzado
grandemente en los ultimos 20 afios, fundamentalmente a causa del incremento en las exigencias para la
evaluacion de nuevas entidades quimicas.

Los estudios de biodistribucion son esenciales para proveer informacion sobre la distribucion y acumulacion
del compuesto y/o metabolitos, especialmente en relacion a sitios potenciales de accidn, siendo util esta
informacion para el disefio de estudios toxicologicos y farmacologicos, y en la interpretacion de los resultados
de estos experimentos (Francis y James, 1991; {CH Steering Committee. 1994). Ademés, estos estudios no
solamente ayudan a los toxicologos a encontrar la acumulacion de un farmaco en un 6rgano determinado y
explicar la toxicidad para ese drgano, sino que también son importantes cuando valoran la posibilidad de
estudios en humanos con el principio activo marcado con un isétopo radioactivo (Francis y James, 1991; ICH
Steering Committee, 1994).

1.1.4.1 Técnicas radioisotopicas en estudios de biodistribucion.

Los farmacos marcados con isétopos radioactivos son convencionalmente utilizados para facilitar el trabajo
experimental en estudios de biodistribucion. Los isétopos radioactivos mas utilizados en estudios biologicos
son el Carbono-14 ('*C), Tritio (CH), Azufre-35 (*°S), Fosforo-32 (**P) y Yodo-131 (*I) (Olivares y
Aguado, 1986).

El "C es el radioisétopo preferido debido a que los enlaces C-C en las moléculas organicas son acoplamientos
fuertes y la posibilidad de pérdida por metabolismo o intercambio quimico es minima en comparacion con el
H. Ademas, su vida media de eliminacion es de miles de afios, es un emisor B débil y es considerado dentro
del grupo de baja toxicidad (D), en cuanto a rango de peligro, facilitando el trabajo experimental y su segura
manipulacion.

La determinacion de la pureza radioquimica se realiza por técnicas de Cromatografia de Placa Delgada
(utilizando dos o tres sistemas de solventes), Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC), etc., y la misma
debe ser mayor de un 95% (Nunn, 1992). Después de la sintesis, deben ser tomadas varias consideraciones
para minimizar la descomposicion del compuesto marcado, dentro de las que se destacan el almacenamiento a
bajas temperaturas y la disolucién en un solvente adecuado para reducir la autoradidlisis (Francis y James,

1991).
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1.2 Absorcion de fairmacos.

1.2.1 Factores que influyen en la absorcion de los fAarmacos por via oral.

La administracion oral es la via mas natural y por lo tanto, la ruta de aplicacion preferida para la mayoria de
los agentes terapéuticos orientados a una accidn sistemica (Aiache y col., 1983; Chien, 1995). Cuando el
farmaco es administrado por esta via, son varios los factores que pueden influir en su paso a la circulacion
sistémica y por consiguiente, en la obtencion de un efecto terapéutico dptimo. Dentro de estos se destacan los
factores fisico-quimicos de la formulacién y del farmaco, y los bioldgicos (fisioldgicos y patologicos)
(Ferraito y col., 1992). Todos ellos, en su conjunto, van a desempefiar un papel fundamental en el proceso de
absorcion de farmacos.

1.2.1.1 Factores fisico-quimicos de la formulacion que influyen en la absorcion.

En la actualidad existen diversos tipos de formulaciones que se utilizan por via oral, dentro de las que se
destacan los comprimidos, granulados, capsulas, polvos, etc. Debido a esto, son varios los factores,
especialmente relacionados a los procesos de velocidad, que afectan la absorcion del farmaco en el
organismo, como son: la velocidad de desintegracion, disgregacion, liberacion y disolucion del farmaco desde
la forma farmacéutica (Aiache y col., 1983). La velocidad de cada uno de estos procesos sera el paso limitante
para lograr la absorcion del farmaco. En el Anexo 1 se representa un esquema general de la liberacion en el
organismo de los principios activos a partir de formas orales.

1.2.1.2 Factores fisico-quimicos del farmaco que influyen en la absorcion.

Una vez que el farmaco es liberado de la forma farmacéutica, existen varios factores desde el punto de vista
fisico y quimico que limitan su absorcion. Dentro de los factores fisicos se debe resaltar la solubilidad del
principio activo, debido a la estrecha relacion con la velocidad de absorcion, la cual se pone de manifiesto en
la ecuacion de Noyes y Whitney (Ansel y Popovich, 1990). También, la polaridad y el grado de ionizacion
del farmaco son muy importantes para su adecuada solubilidad asi como la dependencia del pH (Aiache y
col., 1983). Finalmente, el tamafio de particula, la forma cristalina y la constante de disociacion del
farmaco son factores que influyen en su disolucion y por consiguiente, en su absorcion (Amidon y col., 1980;
Lachman, 1986).

Dentro de los factores quimicos, las propiedades lipofilicas o hidrofilicas relativas de la molécula, descritas

por el coeficiente de particion, determinan si la misma experimenta una difusion pasiva

Caracterizacion teorica y experimental de la absorcion intestinal de nuevos antibioticos 10



-Revision Bibliogrdfica

a través del tracto gastrointestinal o de sus membranas bioldgicas (Wadke y col., 1989). Otro de los factores
es la estabilidad quimica la cual debe ser mantenida hasta que el compuesto sea liberado en su sitio de
absorcion o de aplicacion (Wadke y col., 1989).

1.2.1.3 Factores fisiolégicos y patolégicos que influyen en la absorcion de farmacos.

Dentro de los fisioldgicos se destacan la velocidad de vaciamiento gastrico y el peristaltismo intestinal, los
cuales influyen, fundamentalmente, en la velocidad de absorcion del farmaco (Barr y Riegelman. 1970;
Jiménez-Torres y col., 1998). Debido a que los medicamentos no estdn destinados a personas sanas, sino a
aquellas que sufren alguna alteracion que da lugar a la aparicion de enfermedades, los factores patologicos
también van a tener una marcada influencia en la absorcion, siempre que exista una patologia gastrointestinal.
La absorcion gastrointestinal de farmacos puede estar modificada como consecuencia de enfermedades de la
cavidad oral (Escleroderma), del esofago (Chagas y Acalasia), del estomago (Aclorhidria e
Hipoaclorhidria), del intestino delgado (Enfermedad Celiaca, Inflamatoria del intestino, Infecciones
gastrointestinales, Cirugias), cardiovasculares (Cardiopatia isquémica), hepaticas y renales (Busto y col.,
1992; Ritschel, 1993; Goldfinger, 1992).

1.3 Morfologia del Intestino.

El intestino delgado es el encargado de la absorcion selectiva de la mayoria de los nutrientes como azlicares y
aminoacidos, de la digestion terminal y ademas, sirve como una barrera a las enzimas digestivas, compuestos
ingeridos y bacterias (Walker, 1987; Madara y Trier, 1987; Carr y Toner, 1984). Esta caracteristica
multifuncional hace que su epitelio sea estructuralmente complejo, tal como se representa en el Anexo 2.

Las células epiteliales son una poblacion heterogénea de células que incluyen: enterocitos o células
absortivas; células de copas (goblet), encargadas de la secrecion de mucina; células endocrinas; células M, las
cuales transportan antigenos presentes en el lumen intestinal a la linfa; células de paneth, encargadas de la
produccion de factores de crecimiento; células de tuft, las cuales posiblemente exhiben actividad absortiva,
secretora y quimioreceptiva; y las células de cup, las cuales pueden atraer bacterias que se adhieren por
mecanismos especificos y son los sitios de enlazamiento para los componentes de la superficie celular de la

bacteria (Fenoglio y col., 1999).
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La célula epitelial mas comun es el enterocito, el cual esta altamente polarizado con definidas membranas
basolaterales y apicales, que se encuentran separadas por estrechas uniones, segin se representa en el Anexo
3. Estas membranas presentan diferencias en la composicion proteica y lipidica, lo que justifica sus diferentes
propiedades de permeabilidad.

1.4 Mecanismos de transporte de membrana.

Varias son las barreras secuenciales que un soluto tiene que atravesar durante su transporte desde el lumen
intestinal hacia la sangre. Se asume, de forma general, que la permeabilidad del farmaco a través del epitelio
intestinal, es el paso de velocidad limitante (Artursson y Karlsson, 1991; Fagerholm y Lennernas, 1995) y
puede ocurrir tanto por mecanismos paracelulares como transcelulares, segliin se representa en el Anexo 4.
Todas estas rutas y procesos son diferentes, al igual que las propiedades moleculares que influyen en el
transporte de farmacos.

1.4.1 Transporte pasivo transcelular.

La membrana celular estd compuesta por una doble capa de fosfolipidos y proteinas embebidas y ha sido
tradicionalmente bien descrita por el modelo de “mosaico fluido” (Singer y Nicolson, 1972), y mas
recientemente por uno mas complejo, el “modelo de super-enrejado” (Somerharju y col. 1999). La presencia
de estos compuestos, brinda propiedades Unicas a las membranas celulares del organismo.

El primer paso durante el transporte pasivo transcelular es la penetracion del soluto en la membrana apical
seguido de su difusion a través del citoplasma de la célula intestinal y finalmente su salida por la membrana
basolateral (ver Anexo 4, ruta A). La difusion de solutos pequefios en el citoplasma es normalmente un
proceso rapido y por lo tanto, la velocidad de permeabilidad pasiva transcelular estd determinada por la
velocidad de transporte a través de la membrana apical (Muranishi, 1990). Asi, procesos bastante complejos
de permeabilidad intestinal de farmacos pueden ser descritos, considerando solamente el transporte pasivo a
través de la membrana apical. Debido a ello, los modelos experimentales y tedricos que describen el
transporte por este mecanismo han recibido una particular atencion (Kramer, 1999; Clark y Pickett, 2000).
1.4.2 Transporte paracelular.

El transporte a través de los poros acuosos de las células epiteliales intestinales, es un proceso conocido como

transporte paracelular (ver Anexo 4, ruta C). Diversos estudios refieren los
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mecanismos saturables y sustrato-especificos que operan durante el transporte por esta ruta (Gan y col., 1998;
Lee y Thakker, 1999). Sin embargo, éste se considera como un proceso pasivo que sigue la ley de Fick. El
transporte por esta via es minimo debido a la presencia de estrechas uniones intercelulares (Diamond, 1977,
Madara, 1989); solamente pequefias moléculas hidrofilicas pueden pasar (ver Anexo 4, ruta F), si estin
presentes moduladores de estas uniones (Hillgren y col., 1995).

1.4.3 Transporte mediado por transportador y por eflujo.

Cuando los solutos son transportados, en la direccion apical-basolateral, por proteinas de la membrana celular
(ver Anexo 4, ruta B), a través de mecanismos mediados por transportadores, el proceso de transporte es
activo y/o facilitado. Esta via presenta caracteristicas especificas como son: especificidad de sustrato,
saturabilidad y variabilidad regional (Tanaka y col., 1998). De forma general, los mecanismos mediados por
transportadores mejoran la permeabilidad transcelular a un limitado nimero de farmacos, y su magnitud
depende no solamente de la similitud entre el principio activo y el sustrato natural del transportador, sino de la
concentracion del farmaco y de factores fisiologicos.

Otro proceso de permeabilidad es cuando el soluto se enlaza al receptor en la superficie de la membrana y es
luego internalizado por endocitosis (ver Anexo 4, ruta D). Este mecanismo es conocido como transcitosis
mediada por receptores. Una vez formada la vesicula, esta se desplaza a la superficie de la membrana opuesta.
Esta ruta tiene muy baja capacidad de transporte y es solamente significativa para farmacos
macromoleculares que son efectivos a bajas concentraciones (Swaan, 1998).

Contrario a otros mecanismos que promueven la permeabilidad el de flujo polarizado, tiene la potencialidad
de limitar la permeabilidad general por bombeo del fAirmaco en la direccion basolateral-apical (ver Anexo 4,
ruta G). La salida del principio activo hacia el intestino es, con frecuencia, atribuida a la Glicoproteina-P y las
proteinas asociadas a la resistencia multifirmaco (MRP2) en la membrana celular apical (Hunter y Hirst,
1997; Borst y col., 2000; Suzuki y Sugiyama, 2000). La funcion de este sistema es evitar la incorporacion de
sustratos toxicos y facilitar su excrecion a través de la mucosa del tracto intestinal (Ambudkar y col., 1999).
Aunque un incremento en el nimero de investigaciones sefiala el papel del eflujo en la permeabilidad de los

farmacos, su relevancia “in vVivo™ atin no ha sido demostrada (Sandstrom y col., 1997).
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Resumiendo lo anterior, cuando se disefia un farmaco para que se distribuya ampliamente en el organismo,
este debe ser lo suficientemente pequefio para difundir paracelularmente o lo suficientemente lipofilico para
pasar a través de las células o ser transportado a lo largo del enterocito intestinal por un mecanismo
transportador adecuado (Hillgren y col., 1995).

1.5 Modelos "in vitro” para la prediccion del transporte a través de la membrana intestinal. Los
estudios ““in vivo" de permeabilidad a través de la membrana intestinal en humanos, para nuevos compuestos,
son costosos y pueden ser potencialmente dafiinos para los voluntarios, si se realizan con productos con una
parcial caracterizacion farmacoldgica y toxicologica. Tales estudios deben ser desarrollados en animales de
experimentacion, pero el costo y la capacidad de evaluacion restringen el uso de estos experimentos. Varios
modelos ““in Vitro”, capaces de predecir la permeabilidad a través de la membrana intestinal para grandes
bases de datos de compuestos, han sido desarrollados, brindando un buen entendimiento de los diferentes
pasos del proceso de absorcion (Ungell, 1997; Artursson y Borchardt, 1997). Su adecuada aplicacion

dependera de cuan estrechamente el modelo ““in Vvitro” imite las caracteristicas de la barrera biologica ““in
Vivo”. Dentro de los modelos ““in vitro ’’descritos en la literatura, aparecen desde los mas simples de
determinacion del coeficiente de particion de un farmaco entre un solvente acuoso y uno organico (Smith y
col., 1975; Paterson y col., 1994), hasta los mas complejos basados en cultivos celulares (Artusson, 1990;
Artusson y Karlsson, 1991). Algunos de ellos han sido utilizados para desarrollar modelos computacionales y
para predecir la permeabilidad intestinal (Artusson y Karlsson, 1991; Yazdanian y col., 1998). Una breve
descripcidn de algunos de estos métodos se muestra a continuacion.

1.5.1 Particion en sistemas isotropicos.

La estructura del n-octanol se parece a la de la mayoria de los lipidos de la membrana celular, los cuales
pueden ser descritos como una cadena alquilica con un grupo polar al final de la misma. Esto sugiere, que el
transporte de soluto desde el agua hacia el octanol puede modelar el proceso de transporte de soluto hacia la
membrana celular. De hecho, el logaritmo del coeficiente de particion octanol-agua (Log P,.t/agua)
correlaciona adecuadamente con la permeabilidad de membrana celular y por lo tanto, ha sido ampliamente
utilizado para predecir la velocidad de transporte de membrana (Martin, 1981; Artusson y Karlsson, 1991; ter-

Laak y col., 1994; Buur y col., 1996; Ranaldi y col., 1996; Palm y col., 1996, Rubas y Cromwell, 1997,

Yazdanian y col.,
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1998). Su amplio uso lo ha convertido en la referencia de la lipofilidad de un soluto, aunque no describe de
forma adecuada la capacidad de formacion de puentes de hidrogeno de un compuesto. Antes de que un soluto
penetre al interior de la membrana bioldgica se necesita una completa desolvatacion, por lo que la habilidad
de permeabilidad del mismo dependera del nimero y la fortaleza de los enlaces por puentes de hidrogeno con
las moléculas de agua (Stein, 1967; Diamond y Wright 1969). Ya que el Log Pcyagua €s un pobre descriptor de
esta propiedad, se ha evaluado la determinacion del coeficiente de particion en un sistema de dos solventes
(heptano / etilenglicol), donde uno de ellos pueda formar enlaces por puentes de hidrégeno (Seiler, 1974;
Young y col., 1988; Tayar y col., 1992). Aunque algunos intentos exitosos han considerado el valor del Log
P..t/agua para predecir el transporte de membrana, estos descriptores frecuentemente fallan cuando se utilizan
datos experimentales con gran diversidad estructural (Martin, 1981; Artursson y Karlsson, 1991; ter-Laak y
col., 1994; Rubas y Cromwell, 1997; Yazdanian y col., 1998).

El coeficiente de particion puede ser también obtenido por métodos computacionales (Sjoberg y col., 1997,
Buchwald y Bodor, 1998) y la racionalidad en el uso de este descriptor, para predecir el transporte de
membrana, sera posteriormente discutida.

1.5.2 Transporte a través de sacos intestinales evertidos.

Varios modelos ““in Vvitro” han sido utilizados en la Industria Farmacéutica para evaluar la absorcion y su
mecanismo en potenciales candidatos a farmacos. Dentro de los modelos empleados se destacan los de tejido
excindido (segmentos intestinales aislados, sacos intestinales evertidos, aros intestinales, laminas mucosales
con y sin corteza / Camaras Ussing), las células aisladas, las vesiculas de membrana y los modelos de cultivo
celular tales como Caco-2, células HT-29 y T84 (Hillgren y col., 1995; Stewart y col., 1997; Barthe y col.,
1998, 1999; Le Ferrec y col., 2002). A continuacién se muestra una detallada descripcion de la aplicacion del
modelo de saco intestinal evertido, debido a su implicacion directa en este trabajo.

Los modelos de tejido excindido comenzaron a ser desarrollados en la década del 1950 (Quastel, 1961).
Wilson y Wiseman fueron los primeros en reportar el uso del saco intestinal evertido para estudiar el
transporte de nutrientes (Wilson y Wiseman, 1954). Este ha sido utilizado extensivamente para el transporte
de farmacos a través del intestino, debido a su facil preparacion y a que no es necesario un equipamiento

especializado. Sus aplicaciones son diversas.
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destacandose la utilizacion en la determinacion de parametros cinéticos con alta fiabilidad y reproducibilidad

(Acra y Ghishan, 1991; Barthe y col., 1999), el estudio de transporte de macromoléculas y liposomas para
cuantificar el transporte paracelular de moléculas hidrofilicas y estimar el efecto de promotores de la absorcion
(Leppert y Fix, 1994), la medicion de la absorcion en diferentes sitios del intestino delgado (Chowhan y Amaro,
1977; Ritschel y col., 1991), el desarrollo de experimentos preliminares en el colon (Davis y col., 1982; Barthe y
col., 1999), la estimacién del efecto de metabolismo de primer paso de farmaco en el epitelio intestinal (Barr y
Riegelman, 1970) y puede ser utilizado (en su variante evertida o no) para estudiar el efecto de la Glicoproteina-
P sobre el transporte de xenobiéticos a través de la barrera intestinal (Barthe y col., 1999).

A pesar de su amplio uso, una de las principales desventajas de los sacos intestinales evertidos es la presencia de
la mucosa muscularis, la cual no es usualmente eliminada de las preparaciones de estos sacos. Por lo tanto, este
modelo no refleja la verdadera barrera intestinal, por lo que los compuestos en estudio pasan desde el lumen
hacia la lamina propia (donde se encuentran vasos sanguineos y linfaticos) y posteriormente, a través de la
mucosa muscular is. Asi, el transporte de compuestos con alta capacidad de enlazamiento a las células
musculares puede ser subestimado. Por otro lado, como ambas superficies (mucosal y serosal) son expuestas al
buffer con el compuesto de interés, la polaridad de la absorcion no puede ser determinada. Finalmente, debe
considerarse que este tipo de modelo es util para realizar estudios rapidos de transporte ya que largos periodos
de incubacidn provocan cambios funcionales y morfologicos en el tejido (Hillgren y col., 1995).

1.6 Modelos “in situ” para estudios de transporte a través de la membrana intestinal.

Los experimentos ““in Situ” para estudiar la absorcion intestinal de farmacos, fueron introducidos por primera
vez a finales de la década del 1960 (Doluisio y col. 1969). Posteriormente, Pla- Delfina y Moreno modifican el
método anterior, tras un analisis profundo de los resultados obtenidos por otros investigadores donde se
menospreciaba la absorcion por poros (Suzuki y col., 1970a, 1970b; Wagner y Sedman, 1973; Kubinyi, 1979);
luego el modelo bihiperbolico propuesto reivindica el papel de los canales acuosos en la absorcion y propone
una ecuacion explicita para su cuantificacion a escala f uncional (Pla-Delfma y Moreno, 1981; Martin-Villodre y

col., 1986).
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Durante todo este tiempo, el desarrollo de modelos "in situ”™ fue una poderosa herramienta para la investigacion

del transporte intestinal y el metabolismo de farmacos, siendo los dos métodos mas ampliamente utilizados el de
intestino abierto prefundido (Savina, 1981, Ristchel y col., 1991; Ribadeneira, 1996) y el de lazo cerrado
(Grisafe y Hayton, 1978; Poelma y col.,, 1989; Hisatoshi, 1995; Mirchandani y Chien, 1995). Estas
aproximaciones son las mas cercanas al sistema ““in vivo " y son adecuadas para la produccién de datos
cinéticos, ya que el suministro de sangre y la capacidad de inervacidon y aclaramiento, permanecen intactas
(Fagerholm y col., 1996). Sin embargo, estos métodos tienen la desventaja de no brindar informacién acerca de
eventos a nivel celular o de la membrana, y la medicion de la velocidad de disminucion de la concentracion del
farmaco en el perfusato, no siempre representa la velocidad de llegada de este a los vasos sanguineos,
principalmente si ocurren procesos metabodlicos presistémicos o intracelulares. Finalmente, el numero de
animales requeridos, comparados con los métodos rapidos ““in vitro™, es mayor (Barthe y col., 1999).

1.7 Modelos “in vivo” para la determinacion de la permeabilidad intestinal.

Todos los modelos descritos anteriormente requieren datos ““in VIivo™ para su validacion, pero la caracterizacion
“in vivo™ del comportamiento farmacocinético de un firmaco no puede ser considerada durante las fases
iniciales de ensayo. Sin embargo, los experimentos “in Vvivo ", hasta el momento, seguirdn siendo muy
necesarios ya que la complejidad del sistema gastrointestinal dificulta la prediccion del comportamiento de la
absorcion de un farmaco.

El sistema de paso-simple en el yeyuno humano parece ser uno de los métodos mas promisorios para estudiar
los procesos de disolucion y permeabilidad del principio activo en un medio “in vivo” fisioldégico. Un método
similar puede ser usado en perros para obtener buenas predicciones, manteniendo las diferencias inter-especies
de la membrana intestinal (Bermejo y Ruiz-Garcia, 2002).

1.8 Modelos “in silico” para la prediccion de la permeabilidad intestinal.

En secciones anteriores hemos visto que los modelos ““In vitro™, ”’in situ " ¢ "in vivo " pueden ser utiles para la
estimacion de la permeabilidad intestinal de farmacos. Sin embargo, practicamente ninguno de ellos es capaz de
predecir de forma rapida esta propiedad para una gran cantidad de nuevos candidatos. Una solucion a esta
problematica se puede lograr aplicando métodos computacionales apropiados, capaces de establecer relaciones

estructura-permeabilidad, los cuales
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pueden ser utilizados en cualquier etapa del proceso de descubrimiento y desarrollo de un principio activo.
Varios modelos “in silico  (estructura-propiedad farmacocinética), utilizando importantes propiedades
moleculares, se han empleado para la estimacion temprana de propiedades de disposicion de farmacos (Ekins y
col., 2001; Podlogar y col., 2001). Los primeros intentos para predecir la biodisponibilidad directamente de la
estructura molecular, han sido publicados recientemente (Andrews y col., 2000; Yoshida y Topliss, 2000). Sin
embargo, varios estudios “in silico" se han reportado para la prediccion de la absorcion oral (Raevsky y col.,
2000; Ertl y col., 2000: Zhao y col., 2001; Norinder y Ostesberg, 2001)

La interpretacion de los resultados obtenidos utilizando modelos “in silico”, requieren un conocimiento
exhaustivo de las propiedades moleculares que determinan el transporte pasivo de farmaco por la membrana
intestinal.

1.8.1 Propiedades moleculares que influyen en el transporte pasivo de firmacos.

El transporte pasivo a través de la membrana celular, se describid inicialmente a través de un modelo difusion-
solubilidad, donde el transporte procede primeramente por distribucion y luego por difusion, de acuerdo a la
primera ley de Fick (Stenberg, 2001). Por otro lado, la teoria de particion de pH plantea que solamente las
especies no cargadas de compuesto proteoliticos se particionan a través de la membrana (Stengerg, 2001). Asi,
de acuerdo al modelo difusion- solubilidad y a la teoria de particion de pH, la particion membrana-agua, la
carga y el tamafio del soluto (asumiendo que la difusién en la membrana es reflejada por el tamafio del soluto)
describen el proceso de transporte. Ademas, se plantea que los solutos antes de entrar en las membranas
bioldgicas requieren una completa desolvatacion, lo que significa que este proceso depende del nimero y la
fuerza de los enlaces por puente de hidrogeno que la molécula de soluto pueda formar con el agua (Ungell,
1997; Sandstrom y col., 1997).

No obstante, este modelo simplista falla cuando se tiene en cuenta la naturaleza anisotropica de la membrana
celular (Marrink y Berendsen, 1994). Esta caracteristica ha sido incluida en un modelo en el cual la particion de
membrana se considera como un modelo de 2 pasos, el cual se ha aplicado exitosamente para describir el
transporte de farmacos (Burton y col., 1992). En este proceso, la lipofilidad constituye la principal fuerza
impulsora del soluto hacia la region de los grupos de fosfolipidos. Luego, la transferencia del soluto hacia el

intersticio de la bicapa
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fosfolipidica depende, principalmente, de las interacciones energéticamente desfavorables, entre la bicapa y las
partes polares de este. El proceso depende, en menor extension, de la lipofilidad y puede ser grandemente
influenciado por la formaciéon de puentes de hidrogeno y la polaridad (Jacobs y White, 1989). Una descripcion
grafica de este proceso se representa en el Anexo 5.

Asi, tanto la capacidad de formacion de puentes de hidrogeno como la lipofilidad pueden ser los mejores
descriptores de la permeabilidad del farmaco, dependiendo de cuales de los dos pasos descritos anteriormente
son determinantes para la permeabilidad de la membrana.

En conclusion, el proceso de transporte esta altamente influenciado por la capacidad de formacion de puentes de
hidrogeno, la lipofilidad, el tamafio y la carga del soluto. Un gran ntimero de descriptores relacionados con estas
propiedades, pueden ser obtenidos utilizando métodos computacionales.

1.8.2 Generacion de descriptores calculados.

El primer paso en el desarrollo de un modelo teorico, para la prediccion de la permeabilidad de la membrana, es
la construccion de una descripcion de la molécula de soluto. En su forma mas simple, esta descripcion puede ser
el nimero de 4tomos que componen la misma; sin embargo, no siempre los descriptores simples permiten una
adecuada prediccion de la permeabilidad y con frecuencia son usados descriptores mas refinados.

1.8.2.1 Descriptores basados en una representacion bidimensional.

Las moléculas pueden ser representadas por su estructura bidimensional (2D) o por su cddigo SMILES, el cual
es un sistema de entrada lineal molecular simplificado (Weininger, 1988; Weininger y col., 1989; Weininger,
1990). Tales representaciones identifican tipos de atomos y grupos funcionales y esta informacion puede ser
utilizada para calcular rapidamente propiedades fisico-quimicas como capacidad de formacion de puentes de
hidrogeno (Raevsky, 1997), lipofilidad (Leo y col., 1975; Rekker, 1977) y carga. Ademas, varios descriptores
topoldgicos pueden ser derivados de la estructura 2D (Hall y col., 1991a; 1991b).

1.8.2.2 Descriptores basados en una representacion tridimensional.

Las representaciones 2D ofrecen una informacion incompleta de la molécula y es por eso que a veces se
requieren estructuras tridimensionales (3D) que permiten realizar ordenamientos espaciales diferentes. Las
estructuras 3D dependen del ambiente de la molécula y pueden ser obtenidas por el desarrollo de calculos

mecanico-moleculares. Los descriptores generados de
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estructuras 3D son, por lo tanto, unicos para una conformacion molecular particular y son considerados como el
mejor reflejo de la interaccion intramolecular. Descriptores como el area de superficie molecular (Lee y
Richards, 1971), el volumen y la lipofilidad, dependiente de la conformacion (Testa y col., 1996), pueden ser
derivados de las estructuras 3D.

1.8.2.3 Descriptores basados en funciones de onda.

Las estructuras 2D y 3D no proporcionan, generalmente, una descripcion precisa de la distribucion electronica
de la molécula. Para obtener informacion acerca de las propiedades de valencia molecular, las moléculas deben
ser representadas por funciones de onda, las cuales son generadas por calculos mecanico-cuanticos. Estas
representaciones contienen una gran cantidad de informacién y permiten calcular cualquier descriptor
computacional conocido, aunque consumen gran cantidad de tiempo y desde el punto de vista practico no se
aplican a grandes bases de datos de compuestos.

La estructura 2D es la base para los calculos mecanico-moleculares o dindmico-moleculares y la estructura 3D
se utiliza como entrada para los calculos mecanico-cuanticos. Estos métodos presentan diferentes niveles de
complejidad de la representacion molecular.

Descriptores de variada complejidad, pueden ser derivados de cada uno de estos niveles y relacionados con la
permeabilidad de membrana por métodos estadisticos apropiados. De esta forma se obtienen modelos
predictivos para esta propiedad (Ertl y col., 2000; Cruciani y col., 2000; Osterberg y Norinder, 2000).

1.8.3 Desarrollo de modelos computacionales.

Durante los ultimos 5 afios, diversos modelos computacionales (cuantitativos y cualitativos) han sido
desarrollados para la prediccion de la permeabilidad intestinal pasiva (Stenberg y col., 2000; Clark y Pickett,
2000), los cuales han sido construidos utilizando diferentes aproximaciones, permitiendo realizar diferentes
tipos de predicciones.

1.8.3.1 Modelos cualitativos de la permeabilidad de membrana intestinal.

Cuando un compuesto o farmaco ha alcanzado los estudios clinicos Fase II, podemos considerar que es lo
suficientemente bien absorbido como para encontrar una demanda clinica y tener otras propiedades comunes a
los medicamentos. Tales compuestos pueden ser definidos como similares a farmacos (Ajay y col., 1998).
Varios modelos cualitativos han sido desarrollados examinando estos compuestos, encontrandose patrones

sistematicos en sus estructuras (Lipinski y
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col., 1997; Ajay y col., 1998; Sadowsky y Kubinyi, 1998; Gillet y col., 1998; Kelder y col., 1999; Frimurer y
col., 2000; Wagcner y van Geerestein, 2000; Oprca, 2000).

El modelo cualitativo, probablemente mas conocido, es la “Regla de los 5" (Lipinsky y col., 1997). En este
modelo se analizaron 2245 compuestos en Fase II de ensayos clinicos y se identificaron 4 descriptores
calculados facilmente, que no excedieron ciertos limites para la mayoria de los compuestos. Estos descriptores
fueron el nimero de enlaces donadores y aceptores de hidrogeno (no mas de 5 y de 10 respectivamente), el peso
molecular (no mayor de 500) y el coeficiente de particion (no mayor de 5). La “Regla de los 5” establece que si
dos 0 mas de estos limites son excedidos, el compuesto en cuestion no sera un farmaco (Lipinsky y col., 1997).
El mérito de este modelo es la facilidad de determinacion e interpretacion de los descriptores, lo que justifica su
amplio uso. Sin embargo, la relevancia de esta “regla” ha sido cuestionada recientemente debido a la no
dependencia de las propiedades evaluadas (Oprea, 2000).

1.8.3.2 Modelos cuantitativos de la permeabilidad de membrana intestinal.

Los modelos cuantitativos han sido desarrollados relacionando la permeabilidad experimental con uno o mas
descriptores moleculares calculados. Estas relaciones han sido obtenidas utilizando varios métodos estadisticos,
que van desde la regresion lineal simple (Palm y col., 1996) hasta los métodos mas complejos que involucran
redes neuronales (Wessel y col., 1998).

El calculo de la lipofilidad, la capacidad de formacion de puentes de hidrogeno y el tamafio molecular derivado
de fragmentos y atomos, fueron de los primeros descriptores utilizados para la prediccion de la permeabilidad
de membrana (Hansch y col., 1965; Stein, 1967) y han sido, subsecuentemente, correlacionados con algiun éxito
(Palm y col., 1996; van de Waterbeemd y col., 1996; Oprea y Gottfries, 1999; Raevsky y col., 2000; Platts y
col., 2000).

Otros descriptores basados en fragmentos y conteos de atomos, han sido empleados para la descripcion del
transporte de membrana incluyendo parametros de solubilidad (Martini y col., 1999), indices electrotopologicos
(Norinder y Ostesberg, 2001) y un conjunto de propiedades fisico-quimicas (Ostesberg y Norinder, 2001). Los
resultados obtenidos, usando estos métodos simples, fueron adecuados y comparables a los alcanzados
utilizando otros de mayor demanda computacional (Norinder y col., 1997; Norinder y col., 1999).

Las propiedades de superficie molecular, derivadas de calculos mecanico-moleculares, han sido utilizadas para

describir varias propiedades fisico-quimicas, tales como lipofilidad (Barlow y
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Satoh, 1994; Testa y col., 1996), energia de solvatacion (Ooi y col., 1987), y solubilidad (Amidon y col., 1975).
Las propiedades de superficie molecular y en particular, el area de superficie molecular polar (PSA), han
recibido mucha atencion como un descriptor para la velocidad de transporte de membrana (Palm y col., 1996;
van de Waterbeemd y col., 1996; Krarup y col., 1998; Winiwarter y col., 1998; Palm y col., 1998; Kelder y col.,
1999; Clark, 1999; Goodwin y col., 1999; Ertl y col., 2000). El PSA fue introducido como un descriptor para el
transporte pasivo de membrana por van der Waterbeemd y Kansy (1992). Este descriptor esta relacionado con la
capacidad de formacion de puentes de hidrogeno, y se define como aquella parte del area de la molécula
formada por atomos de nitrégeno y oxigeno, mas el area de los atomos de hidrégeno unidos a estos
heteroatomos (Palm y col., 1996). Este parametro ha sido modificado para considerar no solamente el PSA de
una simple conformacidén molecular sino, el de todas las conformaciones de baja energia (Palm y col., 1996). El
PSA dinamico (PSAd) obtenido por este procedimiento, fue considerado como el mejor reflejo de la flexibilidad
conformacional de la molécula y su significacion en el incremento de la representacion molecular ha sido
sefnalada en varios estudios (Kelder y col., 1999; Clark, 1999). Sin embargo, este parametro requiere una mayor
demanda computacional que el PSA.

El PSA, la lipofilidad y la capacidad de formacion de puentes de hidrogeno han sido utilizadas para construir
modelos de permeabilidad intestinal en humanos, basados en minimos cuadrados parciales (PLS) (Winiwarter y
col., 1998), redes neuronales (Wessel y col., 1998), etc.

Por otro lado, esta bien establecido que sustituyentes no polares facilitan el transporte de membrana, y que los
compuestos que son mas hidrofobicos generalmente tienen mayor permeabilidad de membrana que los
compuestos hidrofilicos con propiedades similares de entrelazamiento de hidrégeno (Lundahl y Beige, 1997).
Debido a esto, el area de superficie no polar dindmica ha sido considerada en los estudios de permeabilidad de
membrana; incluso se han encontrado relaciones de combinacion entre el area superficial polar y no polar, con
la permeabilidad de membrana (Hidalgo y col., 1989; Conradi y col., 1994).

Otros métodos han sido desarrollados para predecir la permeabilidad a partir de descriptores derivados de
estructuras 3D. Uno de ellos es el conocido como MS-WHIM (invariante molecular ponderada con la superficie
molecular). Este método utiliza la informacion contenida en al estructura molecular 3D y condensa esta hacia

los descriptores, los que estan relacionados con
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propiedades fisico-quimicas fundamentales. Un modelo PLS que describe la permeabilidad en células Caco-2
de 17 farmacos estructuralmente diversos, ha sido desarrollado utilizando el método MS-WHIM (Bravi y
Wikel, 2000).

Otro método, basado en lo que se conoce como hashkeys moleculares (vectores que capturan informacién
acerca de las propiedades de superficie de la molécula), se ha utilizado para relacionar la informacion de la
estructura molecular con la absorcidn intestinal de 20 compuestos estructuralmente diversos, usando para ello
redes neuronales (Ghuloum y col., 1999).

Descriptores moleculares generados por métodos mas complejos, que involucran calculos mecanico-cuanticos,
han sido también empleados para describir la permeabilidad de membrana. Varios descriptores relacionados con
propiedades fisico-quimicas, se han calculado usando tales métodos y luego han sido correlacionados con la
permeabilidad en células Caco-2 (Norinder y col., 1999).

En conclusion, un gran nimero de métodos computacionales se han desarrollado para la prediccion de la
permeabilidad intestinal de membrana y la absorcion intestinal. Sin embargo, la mayoria de los modelos
cuantitativos publicados, han sido aplicados sobre pequefios conjuntos de datos, conteniendo compuestos de
diversidad estructural limitada, por lo que se hace dificil sefialar cuales de estos modelos proveen las
predicciones mas precisas de la permeabilidad de membrana intestinal. La seleccion dependera de la naturaleza
de la informacidn que se requiera, de cuanto esfuerzo computacional se necesite y de la potencia de computo
con que se cuente.

1.8.4 La aproximacion TOPS-MODE.

El TOPS-MODE es ¢l acrénimo de Topological Substructural Molecular Design, y consiste en un método de
disefio molecular con una base grafo-tedrica. La metodologia general es de corte fenomenologico, por lo que no
necesita del conocimiento de los mecanismos que intervienen en un proceso dado para describirlo, aunque se
debe reconocer que la dependencia de una muestra constituye su principal desventaja. La aproximacion TOPS-
MODE (Estrada. 1996), se fundamenta en el calculo de los momentos espectrales (descriptores) de la matriz de
adyacencia entre los enlaces (E) de un grafo molecular, y representa una promisoria alternativa al disefio
racional de farmacos. Estos descriptores, después de implementarse computacionalmente, son aplicados al

estudio de relaciones cuantitativas y cualitativas de estructura-propiedad y estructura-actividad bioldgica.
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El momento espectral de orden K se define como la traza de la A-ésima potencia de la matriz E y su simbolo es
/¢i-(Estrada, 1996). A su vez, la traza se define como la suma de los valores de la diagonal principal. Lo

anterior se puede expresar matematicamente de la siguiente manera:

m

My = ']'r{f-‘;" )= }:I ku” (1)
=

donde, “eji son los elementos de la diagonal principal de la matriz E*. De la definicién dada de E p, se observa
que los momentos espectrales son nimeros enteros positivos.

Una de las ventajas de los py es que pueden expresarse como combinacion lineal del nimero de veces que
aparecen determinados fragmentos (subgrafos) en la molécula (grafo). La expresion matematica general de los

L, en funcion de los fragmentos, puede ser escrita de la siguiente forma:

5
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donde, al namero “c; se le llama contribucion del fragmento i al momento espectral de orden ki / F; | es el
numero de veces que aparece el fragmento i en el grafo molecular y s es el nimero de clases de fragmentos que
contiene la molécula (Estrada, 1996).

1.8.4.2 Momentos espectrales ponderados

Para lograr diferenciar las moléculas con heteroatomos a través de los momentos espectrales, las aristas del
grafo molecular son ponderadas con determinados pesos (dij), lo que aumenta notablemente las posibilidades y
versatilidad del método. Mediante los d;j se pueden introducir de manera natural, en la diagonal principal de la
matriz, propiedades estandares de los enlaces como son: la distancia, la polarizabilidad, el dipolo estandar de
enlace, la diferencia de electronegatividad entre atomos de un enlace, la hidrofobicidad, la masa atémica, etc.
Las expresiones generales para los momentos espectrales de la matriz de adyacencia entre enlaces, ponderados

en la diagonal principal, son analogas a las anteriores sin ponderacion, pero algo mas complejas (Estrada,

1997a).
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1.8.4.3 Descriptores definidos localmente. Momentos espectrales locales

Dentro del conjunto de caracteristicas que debe poseer un descriptor se encuentra el estar localmente definido
(Randic, 1991). La mayor parte de los indices topologicos conocidos pueden ser considerados como descriptores
moleculares globales, ya que describen la estructura molecular como un todo. En los inicios del 1990, Kier y
Hall (Kier y Hall, 1990; Hall y col., 1991a; Hall y col., 1991b; Kier y Hall, 1999a; Kier y Hall, 1999b)
introducen un nuevo indice topologico que denominaron de Estado Electrotopologico (E-estado), basado en

invariantes grafo-tedricas y fue considerado como un descriptor molecular local.

Para el caso de los momentos espectrales se han definido unos descriptores analogos a los momentos espectrales
totales que poseen propiedades semejantes a los anteriores (Estrada, 1996; Estrada, 1997a; Estrada. 1998a;
Estrada y Molina, 2000a). Estos se denominaron momentos espectrales locales de la matriz de adyacencia entre
enlaces del grafo molecular desprovisto de hidrogeno, pudiendo estar la matriz ponderada o no en la diagonal
principal. Dichos indices fueron definidos y usados en la modelacion de propiedades de interés (Estrada y
Molina. 2001a), realizandose la formulacién matematica de su interpretacion, en términos de la contribucion de

fragmentos a las propiedades locales.

Cada momento espectral local, especialmente para los primeros valores de K, contiene informacion del
fragmento en si y para valores mayores contiene informacion sobre el entorno del fragmento considerado dentro
del grafo. Esto puede explicarse teniendo en cuenta que los valores tomados por los elementos (keii) de las
diferentes potencias de la matriz E (E¥) son iguales al numero de caminos de autoretorno de orden k en que
participa el enlace €j; (Estrada, 1997b). Por tanto, a medida que aumenta el orden K influiran, en el valor de la

traza, los mayores caminos de autoretorno, por ejemplo:

u G, F )=" u,(G,F )=m, (3)

donde m; es el nimero de aristas que contiene el fragmento F; , mientras que:

f;ff((.l! ) - Z(‘r” fl'“ C (‘.' (41
0 sea, dul (G, F1) es la suma de las ponderaciones de la aristas del fragmento F.

En general, los momentos espectrales locales pueden describirse como la combinacion lineal del nimero de

veces que aparecen los fragmentos que se solapan con F; en el grafo G:
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donde, kChi, es la contribucion del fragmento h al k-ésimo momento espectral local del fragmento Fi, y /Fpi /
es el niimero de veces que se solapan fragmentos de clase h con el /. Decimos que dos fragmentos se solapan

si tienen al menos una arista comun.

1.8.4.4 Aplicacion general de la aproximacion TOPS-MODE.

La aproximacion TOPS-MODE ha sido ampliamente utilizada en estudios de relacion estructura-actividad
(QSAR) y estructura-propiedad (QSPR) (Estrada. 1996; 1997a; 1998a; 2000a; Estrada y Molina, 2000a;
2001a; Estrada y Gutiérrez, 1999a; Estrada y col., 1998; 2000a; 2000b; 2001a; 2001b; 2001c; Estrada y
Pefia, 2000a; Estrada y Uriarte, 2001a).

Durante la aplicacion de la aproximacion deben seguirse los siguientes pasos (Estrada y Pefia, 2000a; Estrada

y col., 2001a; Estrada y Uriarte, 2001a):

-Seleccionar una serie de entrenamiento (SE) de compuestos activos e inactivos (si son estudios QSAR) con

gran diversidad estructural, o compuestos con propiedades especificas (si son estudios QSPR).

-Dibujar los grafos moleculares desprovistos de hidrogenos, para todas las moléculas, pertenecientes a la SE.

-Usar pesos de enlace (ponderaciones) apropiados, con el fin de diferenciar las moléculas; por ejemplo:

distancia de enlace, dipolos de enlace, polarizabilidad, diferencia de electronegatividad, etc.

-Calcular los momentos espectrales de la matriz de enlace con los pesos apropiados, para todas las moléculas

de la SE.

-Encontrar una funcion clasificadora usando alguna técnica estadistica de discriminacion, tal como el

Analisis Discriminante Lineal (ADL) o la regresion multivariada (ARM):
P=a,py +0, 8, F@5py ... Fa,u, +b (0)

donde, P es la propiedad o actividad bioldgica; ui. es el momento espectral k-ésimo y ay los coeficientes

obtenidos por la técnica aplicada.
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-Probar la capacidad predictiva del modelo teodrico con la aplicacion de una serie de prediccion (SP) externa, la

que es calculada de la misma forma que la SE.

-Calcular las contribuciones de los diferentes fragmentos de interés, con el objetivo de determinar si ellos tienen
contribuciones positivas o negativas y sus magnitudes y con la finalidad de presuponer una molécula con

caracteristicas estructurales ventajosas (mas activa, menos toxica, etc.)

1.9 Quinolonas. Propiedades farmacocinéticas y estudios QSAR y QSPR.

Durante la tltima década un gran nimero de nuevos agentes antimicrobianos han sido desarrollados y
comercializados. Uno de los grupos mas importantes son los antibacterianos sintéticos denominados
fluoroquinolonas (Rodvold y Piscitelli, 1993; O'Donell y Gelone, 2000). Estos agentes inhiben el enzima girasa
del acido desoxiribonucleico (ADN), interfiriendo en el enrollado del material cromosdémico de la bacteria, lo
que le atribuye un amplio espectro de actividad bactericida (Brown, 1996). El atomo de Fluor en la posicion 6 y
el anillo piperazinico en la posicion 7 del esqueleto quinolénico, son esenciales para su espectro antibacteriano
y la alta potencia mostrada. Ademas, ambos grupos afectan las propiedades farmacocinéticas, producen efectos
secundarios ¢ inducen, frecuentemente, resistencia bacteriana espontanea (Arreche y col., 1998).

Las caracteristicas farmacocinéticas de las fluoroquinolonas han sido detalladas recientemente (Bergan, 1998).
Todas presentan de moderada a excelente absorcion oral y biodisponibilidad. La absorcion es generalmente
rapida con picos de concentracion plasmatica entre 1 y 2 horas. La mayoria de las 6-fluoroquinolonas presentan
un aclaramiento moderado y tiempos de eliminacion entre 4 y 10 horas, mientras que los volimenes de
distribuciéon exceden los 1.5 L/Kg, lo cual es consistente con su significativa distribucion a tejidos y células
(Turnidge, 1999).

Tomando en consideracion que en la practica clinica la mayoria de las 6-fluoroquinolonas son administradas
oralmente, es importante conocer profundamente el proceso de absorcion gastrointestinal de estos compuestos.
Es por ello que algunos modelos biofisicos, los cuales incluyen parametros fisico-quimicos como la lipofilidad,
han sido desarrollados para estudiar el proceso de absorcion de estos compuestos (Pla-Delfina y Moreno, 1981;

Martin-Villodre y col., 1986; Casabo y col., 1987; Merino y col., 1995; Bermejo y col., 1999).
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Por otro lado, las caracteristicas estructurales de las 6-fluoroquinolonas se han utilizado para predecir su
actividad antibacteriana y sus propiedades fisico-quimicas y farmacocinéticas (Koga y col., 1980; Ziegler y col.,
1990; Bryskier y Chantot, 1995; Escribano y col., 1997; Bermejo y col., 1999).
1.10 Nitrovinilfuranos.
Los compuestos furanicos han sido reconocidos como antibacterianos desde hace muchos afios, lo que ha
promovido su empleo en la medicina humana y veterinaria, asi como en la industria de los alimentos (Chou y
col.,, 1963; Hulbert y col., 1973; Dore y Viel, 1975; Miyagi, 1976; Kelloval y col., 1984). Dentro de los
derivados furanicos, los 2-X-5-(2-Y-2-nitrovinil)-furanos son especialmente interesantes debido a su elevada
accion bactericida, fungicida y acaricida, tanto ““in vitro” como ““in vivo”. De hecho, algunos de ellos se han
introducido en la industria y han encontrado aplicacion en medicina (Gems y Timberlake, 1992; Whitekettle y
Donoftrio, 1992).
La mayoria de los derivados furanicos descritos en la literatura hasta 1980, poseen un grupo nitro en la posicion
5 del anillo furanico, hecho que se fundamenta en la actividad antimicrobiana de este sustituyeme en esa
posicion (Weuffen y col., 1979). El descubrimiento, por varios grupos de investigacion, de que los compuestos
nitro-aromaticos en general y los nitrofuranos en particular, poseen propiedades mutagénicas y carcinogénicas
limité la aplicacion de los compuestos furanicos (Yahagi y col., 1974; McCalla, 1979; 1983; Soska y col.,
1981). Estudios posteriores sobre el mecanismo de accion de los nitrofuranos indicaron que estos compuestos
actlian como agentes electrofilicos en los medios bioldgicos (Balaz y col., 1982; Sturdik y col., 1983a; 1983b;
Rosenberg y col., 1985; 1987). Los grupos tiol de varias enzimas presentes en los microorganismos, atacan el
atomo de carbono a del doble enlace exociclico a través de una reaccion de adicion nucleofilica. Este hecho,
brindé una nueva oportunidad a estos compuestos ya que se demostrd que la presencia del grupo nitro en la
posicion 5 del anillo furanico no es una condicion necesaria para que se manifieste la actividad antibacteriana.
Con relacion a los estudios de mutagenicidad de estos compuestos, Sturdik y col. (1985, 1986) demostraron
experimentalmente que soélo los derivados con el grupo nitro en la posicion 5 del anillo furanico son
mutagénicos y que el grupo vinilo probablemente no es el responsable de la actividad mutagénica. Estos
estudios fueron corroborados recientemente, a través de una relacion estructura-actividad en derivados 2-

nitrovinilfurdnicos (Estrada, 1998).
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Uno de los derivados 2-nitrovinilfuranieos de reciente obtencién y que ha manifestado un amplio espectro
bactericida-fungicida es el 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitro-vinil)-furano, comiinmente denominado G1.
1.10.1 Propiedades generales del G1.
1.10.1.1 Propiedades fisico - quimicas GI.
El G1 es un farmaco obtenido por via sintética en el Centro de Bioactivos Quimicos de la Universidad Central
“ Marta Abreu” de Las Villas, a partir de la bromacion del 2-(2-nitro-vinil)- furano y su formula estructural se

muestra en la Figura 1.

Figura. 1 Formula estructural del 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitro-vinil)-furano El Gl. de formula
molecular COFbB~NOs, tiene una masa molecular de 296.92 y se presenta en forma de polvo cristalino de
color amarillo, con un olor caracteristico. Su temperatura de fusion es de 89-90 °C y la pureza establecida
para su aceptacion esta en el rango de 98.00 a 102.00 %. Es muy facilmente soluble en dimetilformamida, éter
etilico, cloroformo, dimetilsulfoxido, acetona y benceno, soluble en tetracloruro de carbono y polietilénglicol
400, poco soluble en metanol absoluto y etanol 90°, dificilmente soluble en etanol 70°, éter de petroleo 40-60°
y n-hexano y muy dificilmente soluble en agua (Jorge y col., 1993a).

El analisis estructural, realizado al mismo, por espectrometria de masa, espectroscopia infrarroja en estado
solido, espectroscopia ultravioleta visible y de resonancia magnética nuclear ("H- RMN), asi como el estudio
cristalografico por difraccion de rayos X, corroboraron la estructura molecular del Gl y su configuracion
espacial en estado cristalino y en solucion (Estrada y col., 1993).

1.10.1.2 Estabilidad del Gl

Un estudio de estabilidad de este principio activo evidencié que la materia prima no sufrid degradacion
durante los 35 dias de exposicion a condiciones de humedad del 100, 95, 86 y 76 %; y no presentaron
variaciones significativas en ninguno de los parametros evaluados en muestras expuestas a la luz durante 91
dias. El estudio de estabilidad acelerado por la temperatura, no produjo degradacion del Gl durante 89 dias a

temperaturas de 40, 50, 60 y 70 °C; lo que se
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comprob6 durante 1 afio de almacenamiento a temperatura ambiente. Los autores proponen como fecha de
vencimiento del G1 materia prima, dos aflos a temperatura ambiente (Jorge y col., 1993b). El G1 es inestable
en polietilenglicol 400, etanol absoluto, etanol comercial y 2-propanol, y muestra mayor estabilidad en
alcohol bencilico y aceite de Girasol (Landry, 1990). Es estable en acetonitrilo y una mezcla acetonitrilo 80%
/ agua 20% v/v por, al menos, una semana (York. Medical Project, 1997).

En un estudio sobre los productos de degradacion del G1 en mezclas de agua y diferentes solventes a pH
acido, basico y neutro, se demostro la rapida degradacion del mismo con la formacion de S-bromofurfural y 5-
bromo-(2-nitro-vinil)-furano, principalmente (Molina y Rosado, 1993).

1.10.1.3 Actividad biol6gica y toxicidad del GI.

El G1 se manifiesta como un potente bactericida-fungicida de amplio espectro en experimentos “in Vitro”
frente a 2703 diferentes microorganismos (Bacterias Gram positivas y Gram negativas aerobias y anaerobias,
hongos levaduriformes y filamentosos) (Blondeau y col., 1999). El Gl fue catalogado como ligeramente
toxico en el estudio de toxicidad aguda, por las vias oral y percutanea, en ratas de la linea Spragiic Dawley
machos y hembras, con valores de la dosis letal media de 1856.3-1506.2 y 2370-2205 mg/Kg de masa
corporal; respectivamente (Cortés, 1997). Los estudios subcréonicos durante 30 y 60 dias (Dermofural y Gl en
petrolato blanco, respectivamente) y cronicos durante 180 dias (Gl en aceite/acetona) por via topica, no
registraron manifestaciones clinicas relacionadas a dafios organicos de interés toxicoldgico (Cortés, 1997,
Cortés y col., 1997). El riesgo genotoxico del Gl se evalud por la firma Sitek Research Laboratories de
Kockeville (USA), por el Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio (Cuba), por la
Universidad de Barcelona y por el Centro de Bioactivos Quimicos (Cuba). De las 11 pruebas de mutagénesis
y/o genotoxicidad realizadas a este principio activo, so6lo el test de Ames y el de aberraciones cromosomicas
en células de ovario de hamster, CHO (ambos test “m Vitro™), fueron positivos (Pant y col., 1997). De forma
general, los resultados genotoxicos del Gl fueron evaluados por varios expertos internacionales,
demostrandose que el mismo permanece clasificado en el nivel de interés de menor riesgo, sin evidencias de

genotoxicidad ““in vivo” (French, 1996; Craig, 1998; Marcos, 1999).
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Los estudios relacionados con la farmacocinética del Gl han sido muy limitados y algunos del ellos se estan
realizando actualmente. Cabrera y col. (2001), desarrollaron estudios preliminares de penetrabilidad del Gl en
una crema de uso topico (Dermofural), utilizando el principio activo marcado con *H. Un estudio preliminar
de biodisponibilidad oral en perros, empleando la dispersion sélida de Gl en PEG 6000, fue realizado por
Ramirez y col. (1994).
1.11 Conclusiones Parciales.
1- Del estudio bibliografico del tema se puede plantear que de los procesos farmacocinéticos, la absorcion es
una de las etapas que con mayor peso limita la conversion de una nueva entidad molecular en un medicamento
de administracion oral.
2- Del estudio bibliografico se aprecia que existen variados métodos ““in vitro”, ““in situ™ e *“in vivo" para el
estudio del proceso de absorcion. Sin embargo, con ninguno de ellos es posible evaluar masivamente y de
forma rapida las nuevas entidades moleculares obtenidas por métodos de tamizaje masivo.
3- Existen varios modelos ““in silico”, cualitativos y cuantitativos, para la prediccion de la absorcion y la
permeabilidad intestinal, sin embargo la mayoria de los modelos publicados han sido aplicados sobre
pequetios conjuntos de datos, conteniendo compuestos de diversidad estructural limitada.
4-  Del estudio bibliografico se desprende que la aproximacion TOPS-MODE es uno de los métodos
topoldgicos “in silico” con mas potencialidades de aplicacion en la prediccion computacional del proceso de
absorcion de farmacos debido a:

e Presenta una rapida capacidad de cémputo

*  Brinda informacion estructural de facil interpretacion

*  Permite realizar estudios de contribuciones de fragmentos a las propiedades evaluadas

*  Permite el calculo de propiedades fisico-quimicas estrechamente relacionadas con el proceso de

absorcion.
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CAPITULOII.

ESTUDIOS SOBRE LAS PROPIEDADES FISICO QUIMICAS, DE ABSORCION,
FARMACOCINETICAS Y FARMACOLOGICAS DE 6-FLUOROQUINOLONAS.

2.1 Materiales y Métodos.

2.1.1 Aproximacion TOPS-MODE.

Se basé la utilizacion de la aproximacion TOPS-MODE (Gutiérrez y Estrada, 1997) en el calculo de los
momentos espectrales de la matriz de adyacencia de enlaces con hidrogenos suprimidos, utilizando los
momentos dipolo de enlace y la diferencia de electronegatividad (DE), entre los atomos que forman el enlace,
como ponderacién en la diagonal de entrada de la matriz (Estrada y col., 1998, Estrada, 1996, 1997a, 1998,
1998a, 2000a, Estrada y Gutiérrez, 1999a). Asi, fueron obtenidos los descriptores moleculares, representados
por los 15 primeros momentos espectrales. Para el estudio de las propiedades fisico-quimicas y de absorcion,
se determinaron los momentos espectrales locales sobre el anillo piperazinico (anillo 1) y sobre éste y el
sustituyente en Ni. Estos indices fueron llamados respectivamente, el i-ésimo momento del anillo
piperazinico (uipr) y €l momento local general (u;;). Este ultimo indice se calculd como sigue pir = piLprt
Uirnisust- Debido a la influencia de los enlaces de hidrogeno sobre las propiedades fisico-quimicas y de
absorcion, se definieron los momentos espectrales de hidrogeno (uh) como la traza sobre las aristas
hidrogeno-heteroatomo.

Para estudiar las propiedades farmacocinéticas y farmacologicas se determinaron los momentos espectrales
totales (u;) Y locales sobre los diferentes anillos del esqueleto quinoldnico, como se puede apreciar en el
Anexo 6. Los indices se denominaron Wiri, Mir2j ¥ Mirs para el primero, segundo Y tercer anillo de las 6-
fluoroquinolonas, respectivamente.

Debido a la influencia del area superficial polar (PSA), asi como de la capacidad de formacion de puentes de
hidrogeno sobre la absorcion (Palm y col., 1996; Palm y col. 1998; Kelder y col, 1999; Clark, 1999), se
determinaron los momentos espectrales locales sobre los grupos polares (1 pA) y no polares (u;. NPA) de las
moléculas. Los momentos espectrales locales sobre los grupos polares fueron calculados sobre los enlaces N-
H y O-H y los de los grupos no polares se obtuvieron por diferencia entre los momentos espectrales totales y
los polares. Se calcularon los primeros 15 momentos espectrales para cada indice y la seleccion tuvo en
consideracion la tendencia a la colinealidad, a medida que se incrementaba el orden de los descriptores

(Estrada y col., 1998). El
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chequeo de la multicolinealidad de los descriptores incluidos en todos los modelos obtenidos se realizo
correlacionando cada descriptor con el resto de los descriptores presentes en el modelo y utilizando un valor
de corte de 0.9 para el coeficiente de correlacion (Ball y Jurs, 1993; Wessel y Jurs, 1994).

2.1.2 Métodos Estadisticos.

2.1.2.1 Regresion Lineal Miiltiple

Se desarrolld una relacion cuantitativa entre las propiedades fisico-quimicas y de absorcion (variable
dependiente) con los momentos espectrales (variables independientes), utilizando técnicas estadisticas de
regresion lineal. Los momentos espectrales, incluidos en la ecuacion, fueron seleccionados por un
procedimiento de “paso hacia adelante”.

La calidad estadistica de los modelos se determiné a través del coeficiente de correlacion (R), el coeficiente
de determinacion (R ), la desviacion estandar de la regresion (S), la razén de Fisher (Fexp ™ Ftab- O = 0.05) y
el nimero de variables en la ecuacion. La predictibilidad del modelo fue corroborada a través de una
validacion cruzada ““dejando uno fuera™ y calculando el coeficiente de determinacion y la desviacion
estandar (R y Scv). En este procedimiento el modelo se construye después de eliminar un compuesto y el
modelo resultante es utilizado para predecir la propiedad del compuesto eliminado. El procedimiento se repite
hasta obtener una prediccion para cada derivado.

2.1.2.2 Analisis de Factores.

Este analisis permite reducir el nimero de variables originales (normalmente un nimero grande) a un numero
menor (factores principales), los cuales resumen la informacion de las variables iniciales. El analisis de
factores utiliza un estimado de la varianza comun entre las variables originales para generar el primer factor.
El factor es una combinacion lineal de las variables originales y estos son siempre ortogonales (Jackson,
1991).

Para estudiar la influencia de los efectos electronicos y estéricos sobre las propiedades fisicoquimicas y de
absorcion se realizo un analisis de factores, utilizando el programa STATISTICA 5.5 (1999). Para ello, se
analizaron las contribuciones normalizadas de grupo en las posiciones R4 y Rs del esqueleto 6-
fluoroquinolénico, como se puede ver en el Anexo 6. Las contribuciones sobre la n-Metilciprofloxacina,
fueron calculadas tomando la diferencia entre la propiedad predicha para la molécula con los sustituyentes en

las posiciones especificas, y la contribucion de

Caracterizacion teorica y experimental de la absorcion intestinal de nuevos antibioticos 33



-6 Fluoroquinolonas
su propio esqueleto estructural. Su relacion con las constantes de Hammett (6, y o,), Hansch (1),

refractividad molar (RM) y el parametro estérico principal STERIMOL (L) (Kubinyi, 1993), también fue
determinada por esta metodologia.

2.1.2.3 Analisis Discriminante Lineal.

El analisis discriminante es una técnica multivariada de dependencia, como la regresion lineal multiple. La
diferencia inicial consiste en que la variable dependiente o criterio es una variable no métrica (categdrica).
Este analisis se usa para determinar qué variables diferencian dos o mas grupos mutuamente excluyentes.
Como un primer paso para obtener una funcion capaz de predecir los valores de biodisponibilidad en
humanos (parametro farmacocinético) en la serie de 6-fluoroquinolonas analizadas, se desarrolld una funcion
discriminante a través del Analisis Discriminante Lineal (ADL), que permitio la clasificacion de las
moléculas con valores altos y moderados de esta propiedad. El criterio de clasificacion para la funcion
discriminante fue seleccionado, de acuerdo a lo planteado por otros autores (Palm y col., 1997), de la
siguiente forma: si el compuesto tiene una biodisponibilidad oral > 90 % es un farmaco bien absorbido (alta
F) y si el valor esta entre 90% y 30%, el farmaco se absorbe de forma moderada. Ademas, la validacion del
modelo se desarroll6 por un procedimiento de validacion cruzada (“‘dejando uno fuera™).

La funcion discriminante se obtuvo a través de un ADL utilizando el programa STATISTICA 5.5 (1999). Las
variables incluidas en la ecuacion del modelo fueron seleccionadas a través de un procedimiento de “paso
hacia adelante”.

La calidad estadistica del modelo se determiné por el analisis de la lambda de Wilks (A.), que permite evaluar
la hipédtesis de que dos 0 mas grupos provienen de poblaciones con las mismas medias para un conjunto de
variables. También se calculd el cuadrado de la distancia de Mahalanobis (D?) como criterio para determinar
la existencia de dos poblaciones, la razon de Fisher (Fex, > Finp, 00 = 0.05) y el niumero de variables en la
ecuacion.

2.1.2.4 Estimacion no lineal: Regresion lineal Piecewise.

Como un segundo paso para diferenciar el grupo de alta biodisponibilidad del de moderada y a su vez obtener
valores cuantitativos en humanos de este parametro, en el estudio de prediccion de propiedades
farmacocinéticas y farmacologicas de 6-iluoroquinolonas, se desarrolld un modelo de regresion lineal

Piecewise. Con este procedimiento se llego a un modelo (por minimos
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cuadrados), donde se obtuvieron dos ecuaciones de regresion lineal separadas; una con valores de la
propiedad menores o iguales al punto de ruptura y otra con valores superiores a éste (McGee y Carleton,
1970).

El procedimiento de estimacion utilizado fue Simplex y Quasi-Newton. El punto de ruptura seleccionado fue
90, ya que es la frontera entre las 6-fluoroquinolonas con alta y moderada biodisponibilidad, como se
selecciond en el analisis discriminante previo (acapite 2.1.2.3). Los parametros estadisticos considerados
fueron el coeficiente de correlacion (R), el de determinacion (R”) y el nimero de variables en la ecuacion.
2.1.2.5 Procedimiento de seleccion de outliers.

La deteccion de outliers estadisticos es una tarea importante en la validacion de un modelo que puede ademas
aportar importantes evidencias sobre caracteristicas importantes de ciertos compuestos de la muestra. Los
outliers son puntos que se desvian significativamente del modelo encontrado, afectando los parametros
estadisticos del mismo. Las técnicas utilizadas para detectar este tipo de desviacion fueron: los analisis de los
residuales estandarizados, los residuales studentizados, el método de Leverage, la estadistica DFITS y la
distancia de Cook.

Los residuales son las diferencias entre los valores de la actividad observada experimentalmente y de las
calculadas por el modelo. Los residuales estandarizados son aquellos divididos por la desviacion estandar de
la ecuacion de regresion. Los residuales studentizados son los residuales divididos por la desviacion estandar
de la propia observacion. El leverage es igual a la distancia de Mahalanobis dividida por n-1. Esta es una
medida de la influencia que tiene una observacion sobre el ajuste de la regresion. La estadistica DFITS se usa
para describir las diferencias en el ajuste de la ecuacion causada por la exclusion de una observacion.
Finalmente, la distancia de Cook es una medida de como la omision de una observacion influira sobre los

residuales de todos los demas casos, esta es una medida de la influencia de los casos sobre la regresion.

2.1.3 Relacion entre la Farmacocinética y la actividad Farmacolégica.

Tomando en consideracion que durante el desarrollo de una NEM es necesario realizar varios estudios
preclinicos antes de los clinicos, es muy importante que previamente se lleven a cabo estudios
farmacocinéticos en animales. Por esta razon, en el estudio de las propiedades farmacocinéticas y
farmacologicas de las 6-fluoroquinolonas se realizo una segunda validacion de los modelos tedricos

obtenidos (ADL y Piecewise), a través de una correlacion entre la
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biodisponibilidad predicha en humanos por los modelos ““in silico” y los valores experimentales de
biodisponibilidad en ratas. La racionalidad de esta aproximacién se basa en el buen comportamiento
predictivo de este modelo animal para los valores de permeabilidad y de la fraccidon oral absorbida en
humanos (Lennernas, 1997; Stewart y col., 1995). La regresion lineal anterior se obtuvo para 6 compuestos
cuyos valores han sido reportados (Ciprofloxacina, Norfloxacina, Pefloxacina, 4n-Propilnorfloxacina, 4n-
Propilciprofloxacina y Balofloxacina). Posteriormente se obtuvieron los valores de biodisponibilidad para la
CNV 97100, CNV 97102 y CNV 97104 (nuevas 6-iluoroquinolonas en estudios preclinicos), a través de la
ecuacion de la regresion lineal anterior, y se compararon con los valores predichos originalmente.

Para disefar nuevas 6-fluoroquinolonas con adecuadas propiedades farmacocinéticas y farmacoldgicas, debe
ser considerada la influencia de diferentes fragmentos y sustituyentes sobre el esqueleto 6-fluoroquinolénico.
Una vez obtenido el modelo de regresion lineal para la descripcion de la Minima Concentracion Inhibitoria
(MCI90) contra Strepiococcus pneumoniae, segun procedimiento descrito en el acapite 2.1.2.1, validado y de
acuerdo a las variables incluidas en el mismo, se selecciond la Sitafloxacina (debido a sus buenas propiedades
farmacocinéticas y farmacologicas) y se evaluaron 13 sustituyentes en dos posiciones de su esqueleto. El
criterio de seleccion se baso en los resultados obtenidos por la ecuacion de clasificacion (biodisponibilidad) y
de regresion lineal (farmacolodgica), como se describid anteriormente.

2.1.4 Datos experimentales utilizados en los estudios teoricos.

Para el estudio de prediccion de las propiedades fisico-quimicas y de absorcion de las 6- fluoroquinolonas, 30
compuestos fonnaron el grupo de datos, 26 se utilizaron en la prediccion del coeficiente de particion y 20 para
la constante de velocidad de absorcidon y la permeabilidad intestinal. Diez compuestos se utilizaron como
serie de prediccion externa (s6lo 4 para Log P) y la Sarafloxacina y la Esparfloxacina formaron el grupo de
validacion externo (ensayo experimental) del modelo predictivo desarrollado (Escribano y col., 1997,
Bermejo y col., 1999; Zlotos y col., 1998; Ooie y col., 1996; Jaechde y col., 1992).

La serie de prediccion externa estuvo conformada por compuestos que no formaron parte de la serie utilizada
para la obtencidén del modelo tedrico y el grupo de validacion externo fueron compuestos a los cuales se les
predijo la propiedad estudiada y se corrobor6 experimentalmente, brindando un fuerte criterio de validacion

del modelo teorico.
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Para el estudio de prediccion de propiedades farmacocinéticas y farmacologicas de 6- fluoroquinolonas 24
compuestos conformaron el grupo de datos. De ellos, 17 fueron utilizados como serie de entrenamiento en la
prediccion de la biodisponibilidad y 7, como serie de prediccion externa. Los datos de biodisponibilidad
(humanos y ratas) fueron tomados de la literatura (Turnidge, 1999; Pickerill y col., 2000; Sharma y col., 1994;
O'Grady y col., 2001; Fitton, 1992; Sanchez-Castafio y col., 2000; Ishigai y col., 1995) y determinados
experimentalmente ““in VIVO” en ratas, para dos de las 6-fluoroquinolonas pertenecientes a la serie de
prediccion externa (CNV 97102 y CNV 97104). En este estudio, la biodisponibilidad representa ¢l porcentaje
de la dosis administrada que alcanza la circulacion sistémica después de la administracion oral, por lo que los
valores utilizados incluyen todas las pérdidas pre-sistémicas como degradacién quimica en el tracto
gastrointestinal, asi como el efecto de primer paso intestinal y/o hepatico.

2.1.5 Estudios experimentales de absorcion.

2.1.5.1 Compuestos de ensayo.

Para la validacion experimental del estudio de prediccion de las propiedades fisico-quimicas y de absorcidn se
utilizaron la Sarafloxacina y la Esparfloxacina como serie de prediccion externa de los modelos propuestos.
Cada compuesto se identifico por su espectro infra-rojo (IR) y su pureza se corrobordé por HPLC (> 99.9%).
Los compuestos tuvieron un valor de pKai entre 5.5y 6.5, y un pKa,; entre 7.5 y 8.8. Ellos estaban en forma de
zwiterion al valor del pH de trabajo.

En el estudio de prediccion de las propiedades farmacocinéticas y farmacologicas se utilizaron dos nuevos
derivados 6-fluoroquinolénicos en estudios preclinicos, la CNV 97102 y CNV 97104,

2.1.5.2 Técnica biologica de determinacion de la absorcion intestinal “in situ”.

Se desarroll6 una técnica ““in Situ” de intestino de ratas segin el método de Doluisio modificado (Pla-Delfma
y Moreno, 1981; Martin-Villodre y col., 1986), utilizando el intestino delgado completo de ratas machos
Wistar (210-295g, seis animales por compuesto). Una solucion salina isotonica fue preparada y ajustada a pH
7.00 adicionando 10 % (v/v) de una solucioén 0.066M de buffer fosfato Sorensen. Esta concentracion evita los
efectos de disrupcion que sobre la membrana tienen los fosfatos (Murishita y col., 1973). Las soluciones de
prueba se prepararon inmediatamente antes de usarse. Las concentraciones (120 pg/mL para la Esparfloxacina

y 5 ug/mL para la Sarafloxacina) fueron lo suficientemente bajas para evitar la precipitacion durante
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la absorcion. Las muestras de perfusato se colectaron después de 5 minutos a intervalos de 5 hasta 30 minutos.
Todas las muestras se analizaron inmediatamente.

Soluciones de Lavado

Solucién A
Es una solucion isotonica empleada para eliminar del intestino los restos sélidos (quimo) y otros desechos. Su

composicion es:

NaCl—.....cccceeunnnne. 9¢
KCl......oono. oo 034¢g
CaCl,-2H,0 --------- 0.19¢g

NaH,P0,4 * 2H,0- 0.76 g

H,0 destilada--------- 1L

Solucion B

Se utiliza para condicionar la mucosa intestinal antes de los ensayos de absorcion. Esta compuesta por suero
fisiologico regulado a pH = 7, mediante una solucion de tampon fosfato segin Sorensen, a razoén de 10 mL de

tampon por litro de solucion. La composicion es:

NaH,P0, « 2H,0 1/15 M—3.9 mL

Na,HPO; 1/15M ............... 6.1 mL

H,0 destilada--------- 1L

Se comprueba siempre su pH final antes de su perfusion y en caso de ser necesario, se ajusta con NaOH 1 N 6
HC1 1 N hasta conseguir un pH = 7.

Meétodo de Doluisio modificado

El procedimiento experimental seguido fue el siguiente:
1- Luego de un ayuno entre 16 y 20 horas los animales se anestesiaron intraperitonealmente con uretano
y luego de 45 minutos (anestesia profunda) el animal se coloco a 25 °C para evitar la disminucion de
la temperatura corporal al perder la actividad muscular.
2-  Se coloco el animal en posicion decubito supino y se abrio la cavidad abdominal 2 cm por encima del
poro genital hasta 1 cm del apéndice xifoides, luego se separaron los rectos abdominales cortando por

la linea alba para evitar hemorragias.
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Se localizo el duodeno y se ligd el conducto biliar (colédoco) para evitar el paso de la secrecion biliar al
intestino (ciclo enterohepatico).

Proximo al duodeno se hizo un corte de bisel y se introdujo un extremo de la canula de vidrio acodada,
fijandose con hilo de seda. El otro extremo de la canula se conecté mediante un tubo de polietileno a una
llave de tres pasos. La misma operacion se realizo en el ileon.

El intestino se lavd con solucion A para eliminar restos solidos y luego con solucion B para acondicionar
la mucosa, garantizando que la mucosa quede libre de quimo y sales biliares que actuarian como
tensoactivos. Las soluciones de lavado deben estar termostatizadas a 37 °C.

Se extrajo toda la solucion B y se conecto la canula a una llave de tres pasos y a la jeringuilla en posicion
vertical. Luego se bombeo aire en ambas direcciones para intentar eliminar el maximo de solucion B,
aunque realmente queda alrededor de 0.7 mL (Martin- Villodre y col., 1986).

Para evitar la desecacion de la cavidad abdominal, se humedecié el mismo con un algodén con suero
fisiologico y se fue renovando durante el ensayo para evitar que se enfriara y disminuyera el riego
mesentérico.

En la jeringuilla duodenal se colocaron 10 mL de la solucion a prefundir, manteniendo la llave de tres
pasos en posicion intestino-exterior. Se colocd la llave en direccion intestinal y presionando ligeramente el
émbolo, para evitar danar la mucosa, se introdujo la solucion a prefundir. Mientras tanto, la llave ileo-
cecal se mantuvo abierta para que el aire contenido en el intestino sea desplazado al exterior y sustituido
por la solucién sin provocar una distension excesiva de la pared intestinal. Lina vez introducida toda la
solucion se puso en marcha el cronémetro y se colocaron las dos jeringuillas en posicion exterior,
consiguiendo con esto que el intestino se convirtiera en un compartimiento estanco, ocupado por la
solucién prefundida.

La toma de muestra se efectué cada 5 minutos, de forma alternada por cada una de las jeringuillas. El
volumen de muestra a tomar en cada intervalo fue de 200 |iL. Durante la toma de muestra se coloco en
cada extremo un tubo de centrifuga para recoger con exactitud la solucion que podia perderse, ya que es

necesario conocer el volumen de
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liquido remanente en el intestino al finalizar el ensayo de absorcion. El tiempo de toma de muestra no

superd los 30 segundos. Después de tomar la ultima muestra se extrajo del intestino todo el liquido

remanente y se midi6 el pH final y el volumen de la solucion.

10-Finalizando el ensayo se sacrificé el animal.

2.1.5.2.1 Correccion de la reabsorcion de agua.
La reduccion en el volumen de las soluciones de perfusato al final del experimento fue significativa (hasta un
20%), por lo que se hizo necesario realizar una correccion. La reabsorcion de agua se caracterizd por un
proceso aparente de orden cero (Martin-Villodre y col., 1986; Gabus-Sanni¢ y Buri, 1987). Se empled el
método basado en la medicion directa del volumen remanente de la solucion de ensayo (Martin-Villodre y col.,
1986). Se determind el volumen al inicio del experimento (V,) para cada compuesto (en grupo de tres
animales), mientras el volumen final (V,) fue medido sobre cada animal utilizado. La concentracion de la

muestra fue corregida como sigue:
Vit

At=Ce.— (7
Vo

donde. At es la concentracion en el tracto intestinal que habria en ausencia de procesos de reabsorcion de agua.
Los valores de At se utilizaron para calcular la actual constante de velocidad de absorcion.

Ensayo de reabsorcion

Este proceso de reabsorcion de agua se caracterizd de forma individualizada, determinando el volumen de
liquido remanente después de la realizacion del ensayo de absorcion.

Se desconecto la canula de la jeringuilla distal y con la que quedd conectada se tomo aire y se ejercid presion,
de forma que se extrajo el liquido remanente a través de la canula. Seguidamente, se separ6 el tramo intestinal
canulado y se cortd el mesenterio, separando el asa intestinal del resto del animal. Una vez aislado el intestino
con ayuda de un algodon se presiono de principio a fin, asegurando su completo vaciamiento. El volumen
recogido se centrifugdé durante 15 minutos a 3000 revoluciones por minuto (r.p.m.) para que sedimenten los
restos de mucosa que se habian arrastrado. Tras retirarlos se midi6 el volumen recuperado. Para determinar el
volumen de solucion remanente al finalizar el ensayo de absorcion hay que considerar ademas, el volumen de
las muestras extraidas para la valoracion y las pérdidas de liquido que se producen durante el ensayo, que

fueron recogidas en un tubo.
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2.1.5.2.2 Constante de velocidad de absorcion “In Situ"y coeficiente de permeabilidad aparente.
El proceso de absorcion de todos los compuestos ensayados, a las concentraciones utilizadas, se ajust6 a una

cinética aparente de primer orden.
ek (8)
dt

A través de una linealizacién de esta ecuacion se obtuvieron los valores preliminares de Ka y Ao que
sirvieron como estimaciones iniciales para determinar las constantes de velocidad de absorcion de los
compuestos, por regresion no-lineal por minimos cuadrados de las concentraciones remanentes VS tiempo
(Sigma Plot 2.0, Jandel Scientific), basado en el algoritmo de Marquardt.

Para evitar la adsorcion en la mucosa intestinal y los efectos de dilucion de la muestra residual (Martin-
Villodre, 1986; Doluisio y col., 1970), solamente se utilizaron para la regresion los valores calculados

después de 5 minutos. Los valores de permeabilidad intestinal se calcularon por la relacion entre la constante
de absorcion (Ka) y el coeficiente de permeabilidad aparente (Pefif):

Peff={Ka*R)/2 9)
donde, R es el radio del segmento intestinal prefundido.

2.1.5.3 Estudios de absorcion: Biodisponiblidad “in vivo".

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso entre 270-315 g y tres meses de edad. Veinticuatro horas antes
del experimento, todos los animales se canillaron permanentemente en la vena yugular, a través de una
técnica previamente validada (Torres-Molina y col., 1992), para facilitar la toma de muestras de sangre asi
como la administracion intravenosa en los animales no anestesiados. Las ratas fueron distribuidas
aleatoriamente en dos grupos (entre 8 y 12 ratas), dependiendo de la ruta de administracion, y recibieron una
perfusion bolus-intravenoso de 4 6 8 mg, en dependencia de la quinolona (CNV 97102 y CNV 97104), o una
administracion oral de 4 6 8 mg, ambos disueltos en una mezcla de propilenglicol y solucidn salina (50/50
v/v) para evitar la precipitacion.

Se tomaron muestras de sangre (0.4-0,5 mL) con jeringuillas heparinizadas y restituida por solucion salina

heparinizada (10 U.L./mL) a intervalos de tiempo de 5, 15, 30, 60, 120, 180, 240,
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300, 360 y 420 minutos. El plasma fue separado inmediatamente por centrifugacion (8000 rpm por minuto) y
congelado a -20 °C hasta el momento de su analisis.

Técnica experimental de determinacion de la biodisponibilidad.

La técnica quirurgica empleada consistio en la implantacion de un catéter de silicona en la vena yugular de la
rata de forma permanente (Harms y Ojeda, 1974; Torres-Molina y col., 1992). De esta forma se pueden
obtener muestras plasmaticas de forma sencilla, a tiempos prefijados, sin sufrimiento para el animal y sin tener
que recurrir a la anestesia en cada toma de muestra. El animal, por tanto, permanece durante todo el
experimento en su jaula, con libre acceso al agua y la comida.

El catéter se preparé a partir de un tubo de silicona (0.025 "x 0.047"). Para su elaboracion se separ6 un trozo de
tubo de unos 20 cm de longitud. Uno de los extremos se cortod en forma de bisel, para facilitar la implantacion
en la vena yugular. A 3.6 cm de este extremo se fijo un hilo de seda de unos 10 ¢cm, con la ayuda de un sellador
de silicona, que sirvid para sujetar el catéter en la rata. El catéter asi preparado se mantuvo en la estufa, a
elevadas temperaturas, durante unos 20 minutos, con el fin de evaporar el disolvente de la silicona y
endurecerla.

El animal se anestesio por inyeccion intraperitoneal y se colocod en posicion de cubito supino, fijandose las
extremidades. Se localizd la zona en la que se perciben las pulsaciones de las venas yugulares, que se
impregnan con povidona yodada al 10 % y se realizé una incision de 1 cm aproximadamente. Luego, se
separaron las capas de tejido subcutaneo hasta dejar al descubierto la vena yugular. A continuacion se procedio
a la exteriorizacion de la canula, para la cual se desbridd un tramo subcutaneo hasta la zona cervical, utilizando
un trocar, garantizando que la canula quedara en la posicion dorsal fuera del alcance del animal.

El extremo exteriorizado de la canula se conect6 a una jeringuilla de insulina llena de suero fisiologico
heparinizado, lo cual permiti6 llenar el catéter con suero e impidio la entrada de aire al torrente circulatorio.

A continuacion se pasé un hilo por debajo de la yugular, facilitando la implantacion de la canula o catéter y
disminuyendo la hemorragia en el momento de la incision. Luego se realizo un pequefio corte de alrededor de
Imm y se introdujo de forma rapida el catéter.

Antes de fijar la canula se comprobd su correcto funcionamiento aspirando un pequeiio volumen de sangre con

la jeringuilla conectada en el extremo exterior. Luego se fijo la canula con varios
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puntos de sutura en la capa muscular, se impregné la herida con yodo y finalmente se cerro la herida. Una vez
finalizada la operacion, se corto el catéter dejando al exterior unos 3 6 4 cm y se cerrd con un obturador para
evitar pérdida de sangre. Finalmente, el animal se colocd en una jaula de doble fondo, con el fin de evitar la
coprofagia y se dejo en recuperacion, con libre acceso de agua durante mas de 4 horas.

La seleccion de los animales para la administracion intravenosa u oral fue aleatoria y el ensayo se realizo
paralelamente. No se considera la posibilidad de realizar ensayos cruzados puesto que trabajos anteriores han
demostrado que la implantacion de la canula cerca del ventriculo izquierdo altera, con el tiempo, las
condiciones hemodinamicas del mismo ¢ impide que cada individuo sea un buen patron de si mismo.

2.1.5.4 Analisis de las muestras.

Durante la validacion de los modelos teodricos de prediccion de propiedades fisico-quimicas y de absorcion,
mediante la determinacion de la absorcion intestinal de la Sarafloxacina y Esparfloxacina, se utilizd6 un
procedimiento por HPLC para cuantificar la concentracion de soluto en las muestras biologicas. El analisis fue
desarrollado en columnas C18 Novopack (3.9 x 150 mm), utilizando como fase movil una mezcla de
acetonitrilo y buffer fosfato 1/15 M (20:80 v/v) ajustado a pH 2.4 con acido ortofosforico para la Sarafloxacina
y una mezcla de acetonitrilo- buffer fosfato 10 mM (ajustado a pH 3.0) con 0.012% de heptano (23:77 v/v)
para la Esparfloxacina. El equipamiento consistié en una bomba cuaternaria Serie 1050 Hewlett-Packard, un
autoinyector Serie 1100 Hewlett-Packard y un integrador LCI-100 Perkin Elmer. La deteccion fue realizada
por espectrofotometria a 291 nm para la Esparfloxacina y por fluorimetria para la Sarafloxacina, con longitud
de onda de excitacion y emision de 285 y 442 nm, respectivamente. Ambos procedimientos fueron selectivos y
especificos. La exactitud fue estimada del porcentaje de error asociado con la medicion (tres veces) de 5-8
estandares. La exactitud fue mayor de un 85% en relacion a la concentracion de analito. La precision
(repetibilidad y reproducibilidad) fue calculada como el coeficiente de variacion de 5 determinaciones sobre
los mismos estandares y fue menor del 5%. La linealidad se establecié sobre el rango de concentraciones
presentes en las muestras para cada compuesto, siempre sobre 0.999. Ademas se considerd el valor del
intercepto, el intervalo de confianza del intercepto (que contenga al cero) y la desviacion estandar relativa de la

pendiente (< 2 %), como criterios de linealidad.
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Para la validacion de los modelos teéricos de prediccion de propiedades farmacocinéticas y farmacologicas,
mediante la determinacion de la biodisponibilidad de la CNV 97102 y la CNV 97104. se utilizé un procedimiento
por HPLC. El plasma se desproteinizé con 300 pL de metanol al cual se le afiadio el estandar interno (3, 4, 5-
trimetoxibenzaldehido para el CNV 97102 y el N- hexilciprofloxacino para el CNV 97104), y se centrifugo a 8000
rpm durante 10 minutos. Se cuantificé la concentracion de quinolona en el sobrenadante. El equipamiento
empleado fue el mismo que se menciond anteriormente y se utilizd una columna Novopack como fase
estacionaria, mientras la fase movil se ajustd para cada compuesto de ensayo con el fin de obtener la mejor
resolucion cromatografica. La fase moévil consistio en una mezcla metanol /acetonitrilo/buffer fosfato en
proporciones volumétricas de 5/20/75 para el CNV 97102 y 5/30/65, para el CNV 97104. La excitacion
optimizada y la longitud de onda de emision fueron de 285 y 442 nm, respectivamente. El procedimiento de
validacion se desarrollo de forma usual (Merino y col., 1995; Ruiz-Garcia y col., 1999; Bermejo y col., 1999).
2.1.5.5 Analisis de Datos.

El analisis farmacocinético fue desarrollado para los datos experimentales individuales y medios de cada
compuesto (CNV 97102 y CNV 97104). Los parametros farmacocinéticos fueron calculados a través del
WinNonlin™ Professional 2.1 (1994). Como los resultados obtenidos fueron similares, solamente se reportaron
los valores medios. La biodisponibilidad (F) se calculdé como la razon del area bajo la curva de concentracion
plasmatica VS tiempo, para la administracion oral e intravenosa (AUCoral y AUCiv, respectivamente), y se
normalizaron con los valores de dosis correspondientes. E1 AUC se calculo a través de la regla trapezoidal, hasta

el ultimo punto de la toma de muestra. El 4rea total bajo la curva, AUC,”, se obtuvo adicionando el
valor de Cp/k a AUCY,, donde la Cp es la ultima concentracion experimental de farmaco, y k representa la
constante de velocidad monoexponencial terminal para los niveles medios plasmaticos de los compuestos

ensayados.
2.2 Resultados y Discusion.

2.2.1 Prediccion de las propiedades fisico-quimicas y de absorcion de 6-fluoroquinolonas.
Las estructuras moleculares de todas las 6-fluoroquinolonas, utilizadas en los estudios de prediccion de las

propiedades fisico-quimicas, de absorcion y farmacocinéticas-farmacoldgicas, se aprecian en el Anexo 6.
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El mejor modelo tedrico obtenido para el coeficiente de particion n-octanol / buffer salino (Log P) se refleja a
continuacion:
Log P=1.16 (+ 0.30)-4.50 (= 0.59) p,r.pr + 1.81 (£ 0.20) pyr.-pg + 1-14 (= 0.17) p 31px - 0.50

(20.06) par_pr-1.42-10-*(£1.1.10" pys,, (10)
N=25R=0.979 R>=0.958 S = 0.31 S¢, = 0.45 Fexp(5,19) = 88.75
donde, N es el nimero de compuestos utilizados, R es el coeficiente de regresion, S es la desviacion estandar, Scv
es la desviacion estandar de la validacion cruzada y F.y, es la razon de Fisher experimental. Este modelo muestra
que el Log P de los derivados 6-fluoroquinolonicos utilizados en el estudio, es dependiente del momento espectral
local en el anillo piperazinico (anillo 1, ver Anexo 6) y de las potencialidades de las moléculas para ceder un

atomo de hidrogeno (54)

Los Log P, experimentales y calculados, de las 6-fluoroquinolonas utilizadas en el estudio de prediccion de
propiedades fisico-quimicas y de absorcién aparecen en la Tabla 1 (primera y segunda columna de datos).
También se determinaron los Log P, de cuatro derivados 6- fluoroquinolénicos cuyos resultados aparecen en la
propia Tabla 1 (segunda columna de datos).

Los parametros estadisticos de la prediccion del Log P sugieren una buena calidad del modelo, y la baja desviacion
estandar de la validacion cruzada (0.45) evidencio su adecuado poder predictivo. Los datos experimentales
revelaron que la Enoxacina fue un “outlier”. La sustitucion heteroatomica en Cg (C por N), produce una
transformacion en la estructura de la quinolona a naftiridona, incrementando la densidad electronica alrededor de
la posicion 8 y la posibilidad de formacion de enlaces por puentes de hidrogeno, con el consecuente cambio en las
propiedades fisico-quimicas y de absorcion. Los modelos ofrecen valores adecuados de Log P para los cuatro
compuestos predichos.

La Sarafloxacina tiene una estructura quimica similar a la Norfloxacina y la Ciprofloxacina, lo cual hace pensar
que los coeficientes de particion predichos sean 16gicos. Ademas, si analizamos las sustituciones en N i para los
tres compuestos, hay un incremento en ¢l tamafo del sustituyeme pero no existen variaciones en los momentos
dipolares, por lo que las sustituciones en esta posicion no afectaran los valores finales de Log P. En el caso de la
Grepafloxacina y la Temafloxacina tienen cierta relacion estructural con la CNV 97100, y sus minimas diferencias

en los sustituyentes ocurren en posiciones que practicamente no son consideradas dentro de la informacion de las
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variables del modelo, siendo los resultados consistentes con esto. Finalmente, la Fleroxacina tiene
practicamente la misma estructura quimica que la Lomefloxacina, sin embargo la diferencia en los valores de
Log P predichos radica en la variacion del momento dipolar del enlace C-F con relacion al enlace C-C.

Tabla 1: Parametros fisico-quimicos y farmacocinéticos (coeficiente de particion, constante de velocidad de
absorcion y permeabilidad intestinal) de los derivados de las 6-Fluoroquinolonas, determinados tedrica y

experimentalmente. Aplicacion de la metodologia topoldgica-subestructural TOPS-MODE.

Nombre LogP."  LogP,” Res® LogKaeh LogKa;  Res" LogPeff,' LogPeff," Res"
Norfloxacina -1.52 -1.36 0.16 -0.38 -0.34 0.04 -4.98 -4.99 0.01
Pefloxacina 0.26 0.47 0.21 0.28 0.49 0.21 -4.32 -4.16 0.16
n-Etilnorfloxacina 0.37 0.24 -0.13 0.44 0.48 0.04 -4.16 -4.19 -0.03
n-Propilnorfloxacina 1.05 0.86 -0.19 0.61 0.61 0.00 -3.99 -4.06 -0.07
n-Butilnorfloxacina 1.48 1.48 0.00 0.75 0.63 0.12 -3.86 -4.02 -0.16
n-Pentilnorfloxacina 2.11 2.10 -0.01 0.76 0.73 -0.03 -3.85 -3.91 -0.06
n-Hexilnorfloxacina 2.71 2.73 0.02 0.78 0.81 0.03 -3.83 -3.81 0.02
n-Heptilnorfloxacina 3.22 3.35 0.13 0.78 0.86 0.08 -3.83 -3.75 0.08
Ciprofloxacina 21.10 -1.36 -0.26 0.20 -0.17 0.03 -4.81 -4.74 0.07
n-Metilciprofloxacina 0.15 0.47 0.32 0.41 0.44 0.03 -4.19 -4.12 0.07
Enrofloxacina 0.53 0.24 -0.29 0.55 0.54 0.01 -4.06 -4.05 0.01
n-Propilciprofloxacina 1.07 0.86 0.21 0.68 0.62 -0.06 -3.92 -3.96 -0.04
n-Butilciprofloxacina 1.55 1.48 -0.07 0.76 0.66 0.10 -3.85 -3.91 -0.06
n-Pentilciprofloxacina 2.06 2.10 0.04 0.78 0.71 -0.07 -3.82 -3.84 0.02
n-Hexilciprofloxacina 2.56 2.73 0.17 0.78 0.75 -0.03 -3.82 -3.79 0.03
n-Heptilciprofloxacina 3.02 2.90 0.12 0.78 0.88 0.10 -3.82 -3.74 0.08
CNV 97100 0.68 -0.38 0.30 0.09 0.03 -0.06 -4.51 -4.55 -0.04
CNV 8804 0.97 1.30 0.33 0.85 0.67 -0.18 -3.75 -3.77 0.02
CNV 8919 1.74 1.03 -0.71 0.88 0.98 0.10 -3.73 -3.55 0.18
Flumequina 0.97 0.98 0.01 0.84 0.83 0.01 -3.77 -3.75 0.02
Ofloxacina -047°  -0.03 0.44 0.30 -4.40
Enoxacina -1.02°  -2.77 -1.75 0.22 -4.44
Esparfloxacina -0.31°  -0.72 -0.41 0.38' 0.37 -4.29
Sarafloxacina -1.36 -0.31' -0.28 -5.11
Lomefloxacina -1.28* -0.87 0.41 -0.09 -4.74
CNV 8706 -0.33°  -0.18 0.15 0.08 -4.49
CNV 9201 0.22¢ 0.02 -0.24 0.31 -4.23
Grepafloxacina -0.38 0.15 -4.46
Fleroxacina 1.86 0.37 -4.30
Temafloxacina -0.38 0.29 -4.21

“Coeficiente de particion en octanol-buffer pH 7.0, tomado de las referencias (Bermejo y col., 1999); "(Zlotos y col., 1998);
‘(Ooie y col., 1996); 4(Jaehde y col., 1992) y ‘(Escribano y col., 1997). 'Coeficiente de particion predicho por Ec. (10). ®
Observado -calculado. " Constante de velocidad de absorcién tomado de ref. (Bermejo y col., 1999). ' Constante de velocidad
de absorcion determinada experimentalmente.” Constante de velocidad de absorcién predicha por Ec. (11). ¥ Observado -
calculado. ' Permeabilidad intestinal In Situ (Sanchez-Castaiio y col., 2000). "Permeabilidad intestinal In situ predicha por Ec.
(12). " Observado - calculado.
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Entre los compuestos con mayores valores residuales aparecen aquellos donde el atomo de N del anillo

piperazinico ha sido sustituido por un heterodtomo diferente (CNV 8919, CNV 8804); variando la densidad
electronica del anillo y la capacidad de formacion de puentes de hidrogeno. En el caso de la Otloxacina, el valor
residual es alto ya que el puente oxi-metileno (-O-CH2-) lo convierte en un heterdlogo, diferenciandolo
sustancialmente del resto de las estructuras. En el caso de la 4n-Metilciprofloxacina la contribucion del primer
metil al coeficiente de particion, cuando éste sustituye los atomos de hidrogeno, produce una variacion entre los
valores experimentales y predichos. Estos resultados son consistentes con los obtenidos por otros autores (Bermejo
y col., 1999). Al mismo tiempo el modelo tedrico depende, en una forma negativa, de la capacidad de la molécula
para liberar un proton hidroégeno, disminuyendo asi el valor de Log P. Este resultado nos permite validar el uso de
1in en los fendmenos de modelacion mediados por enlaces de hidrogeno. El mejor modelo tedrico para el Log Ka
de las veinte 6-fluoroquinolonas evaluadas fue el siguiente:

Log Ka = 0.45 (£ 0.08)+0.39 (£ 0.03)Log P-0.15 (£ 0.02)-poyrx+3.20.107 (£ 0.6.10™) po, o (11)

N=20 R=0.968 R=0.934 S=0.10 Scv=0.11 Fexp(3,16) = 80.92

Los valores de Log Ka experimental y calculado para todos los derivados analizados aparecen en la Tabla 1
(cuarta y quinta columna de datos).

El modelo anterior, para la prediccion de la constante de velocidad de absorcion, mostréo buenos resultados
estadisticos. Como se puede observar, el Log Ka depende del Log P y de los momentos espectrales locales sobre el
anillo piperazinico. Los mayores valores residuales corresponden a la Pefloxacina (0.21) y la CNV 8804 (-0.18),
donde se aprecian efectos similares a los mencionados anteriormente para el caso del Log P.

La introduccion secuencial de grupos metilenos en la posicion R4 del anillo piperazinico produce un incremento en
la constante de velocidad de absorcion, y la sustitucion del &tomo de hidrogeno en la cadena alifatica por el grupo
OH (CNV 8706) produce una disminucion en el valor del Log Ka.

Para la prediccion de los derivados 6-fluoroquinolonicos, la Sarafloxacina y la Lomefloxacina tienen las menores
constantes de velocidad de absorcion. Este resultado estd influenciado por los bajos valores del Log P que
presentan estos compuestos y por la contribucion negativa de la variable po.px la cual cuantifica el nimero de

atomos en la posicion Ry del anillo piperazinico y
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contiene implicita la variacion en los momentos dipolo, fundamentalmente del enlace C-F. Finalmente, el modelo

teorico sugiere que la absorcion es una funcion que se incrementa con el aumento de la lipofilidad (Bermejo y col.,
1999; Escribano y col., 1997).

El modelo teodrico determinado para el coeficiente de permeabilidad aparente (Log Peff) fue el siguiente:

Log Peff=-3.90 (£ 0.10)+0.39 (£ 0.02) Log P-0.13 (= 0.01) po.+2.30-107 (20.31-107 pg (12)

N=19 R=0979 R*=0.959 S=0.08 Scv=10.08 Fexp(3,15) =118.42

La permeabilidad intestinal in situ de las 6-fluoroquinolonas, asi como sus constantes de velocidad de absorcion
estan influenciadas de forma positiva por el coeficiente de particion, pero en el primer caso aparecen los
momentos espectrales locales generales. Por esta razon un incremento en la lipofilidad facilita la difusion del
compuesto a través de la membrana intestinal, lo cual coincide con lo sefialado por otros autores (Sanchez-Castafio
y col., 2000).

Por otro lado, los momentos espectrales locales generales (ver epigrafe 2.1.1) tienen una fuerte influencia sobre la
permeabilidad intestinal. Como se aprecia en la Tabla 1, la permeabilidad aumenta con la lipofilidad hasta un valor
limite, y entonces, dependiendo del tamafio de la cadena, el valor de Log Peff podria disminuir. En este modelo el
compuesto CNV 8919 se detecté como “outlier”. Esto podria ser explicado por los cambios electronicos que la
sustitucion tiomorfolinica introduce en esta molécula, lo cual probablemente modifica su interaccion con la
membrana absortiva. Para los derivados 6-fluoroquinoldnicos, cuyos Log Peff fueron predichos por la ecuacion
12, los resultados son consistentes con los obtenidos por el conjunto de datos experimentales.

Para estudiar las contribuciones de grupo a las propiedades fisico-quimicas y de absorcion, asi como los efectos
estéricos y electronicos de diferentes sustituyentes sobre el esqueleto quinolonico, se evaluaron 36 sustituyentes
sobre el anillo piperazinico de la n-Metilciprofloxacina. El total de grupos estudiados y sus contribuciones
normalizadas a ambas propiedades, se muestran en la Tabla 2.

El analisis de factores mostrd que tres de ellos explicaron el 77.81% de la varianza total. Las comunalidades
fueron entre 95.3% y 83.7 % para las propiedades seleccionadas, (ver las ecuaciones de la 13 a la 16). Ademas los
coeficientes de correlacion fueron superiores a 0.984, lo cual significa que la calidad estadistica fue buena. Estos

factores pueden ser identificados como:
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Factor Absorcion-Lipofilia (F1, alta correlacion con propiedades de absorcion y Log P), Electrénico (F2, debido a
la buena correlacion con la constante de Hammet) y Estérico (F3, correlacion con el parametro STERIMOL,
refractividad molar y constantes de Hansch).

Las principales ecuaciones que expresan la relacion entre factores en las posiciones R4 y RS del esqueleto 6-

fluoroquinoloénico son las siguientes:

Log Ka4 = 0.868 F1 - 0.004-F2 + 0.328 F3 + 0.860 (R= 0.995) (13)
Log Kas = 0.968 F1 + 0.105 F2 + 0.069-F3 + 0.953 (R= 0.987) (14)
Log Peff, = 0.877-F1 + 0.044-F2 + 0.373 F3 + 0.911 (R= 0.994) (15)
Log Peffs = 0.896 F1 + 0.183F2 + 0.035-F3 + 0.837 (R= 0.984) (16)

El término independiente es la varianza especifica para cada propiedad (comunalidad).

El analisis de factores demostrd que la absorcion esta determinada por un factor absorcion-lipofilia caracteristico
del esqueleto quinolénico (F1). Este resultado se corrobora por los altos coeficientes de Fl en las ecuaciones
factoriales, lo cual estd en armonia con el hecho de que casi todas las quinolonas comerciales tienen buena
absorcion (Bermejo y col., 1999; Sanchez-Castafio y col., 2000). El analisis factorial mostré que los efectos
electronicos y estéricos producen una ligera alteracion en las propiedades de absorcion, lo cual se evidencia por
los bajos coeficientes (< 0.4) de F2 y F3 en las ecuaciones factoriales. Este resultado coincide con lo reportado por
otros investigadores (Bermejo y col., 1999), quienes sugieren que la absorcion se incrementa con la lipofilidad,
pero esta modulada por factores electronicos.

La posicion R4 es mas susceptible a cambios estéricos (0.37 a 0.33-coeficientes en las ecuaciones factoriales) que
electronicos (0.044 a -0.004). Mientras que, la posicion R5 es mas sensible a cambios electronicos (0.18 a 0.11)
que estéricos (0.07 a -0.04). Estos resultados pudieran ser explicados por el hecho que en la posicion R4 hay un
grupo metileno entre el sustituyeme y el anillo piperazinico el cual disminuye la influencia electrénica mas que en
la posicion Rs, donde el sustituyente esta directamente unido al anillo.

Las constantes de velocidad de absorcion determinadas experimentalmente ““in Vivo" para la Sarafloxacina y la
Esparfloxacina se muestran en la Tabla 1 (cuarta columna de datos). Los valores obtenidos estuvieron muy
cercanos a los valores predichos por el modelo teorico. El bajo Log P para la Sarafloxacina, determinado por la

aproximacion teorica (-1.36), implica un bajo Log Ka.
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Tabla 2. Contribuciones normalizadas de grupo a las propiedades fisico-quimicas y farmacocinéticas

(coeficiente de particion, constante de velocidad de absorcion y permeabilidad intestinal) en las posiciones y Rs
del esqueleto de la n-Metilciprofloxacina, determinadas tedricamente. Aplicacion de la metodologia topoldgica-

subestructural TOPS-MODE.

GRUPOS Lsf P Ll%gi Ka Il.zo‘tg i'eff ho P :'?oé Ka ;(;g Peff 4 VR oM op L
Br -0.40 -0.19 -0.38 -0.90 -0.74 -0.75 0.32 0.27 0.63 0.25 0.43
Cl -0.43 0.20 -0.40 -0.98 -0.82 -0.82 0.27 0.18 0.60 0.25 0.40
F -0.41 -0.19 -0.38 -0.93 -0.77 -0.78 0.05 0.03 0.55 0.07 0.30
1 -0.35 -0.16 -0.34 -0.73  -0.57 -0.60 0.42 0.42 0.56 0.20 0.48
OH -0.32 -0.17 -0.34 -0.43 -0.28 -0.35 -0.25 0.09 0.19 -0.41 0.31
SH -0.31 -0.15 -0.32 -0.45 -0.29 -0.36 0.15 0.28 0.40 0.16 0.39
NHNH, -0.26 -0.18 -0.35 -0.58 -0.57 -0.54 -0.33 0.25 -0.03  -0.60 0.38
OCH 2CH3 0.30 0.32 0.24 -0.27 -0.06 -0.23 0.14 0.38 0.16 -0.26 0.55
CH20CHS3 0.13 0.13 0.03 .0.20 -0.10 0.20 -0.29 0.36 0.03 0.03 0.55
SCH2CH3 0.22 0.26 0.17 -0.36 -0.15 -0.30 0.40 0.55 0.29 0.03 0.59

NHCH2CH3  -0.14 -0.13 -0.27 -0.51 -0.50 -0.49 0.03 0.45 -0.39  -0.67 0.56

Ciclopropil  0.61 0.63 0.56 -0.16 0.09 -0.14 0.43 0.41 -0.11 -0.23 0.47
C3H7-11 0.28 0.25 0.15 0.12 0.00 -0.14 0.58 0.45 -0.11 -0.14 0.57
OC3H7 0.42 0.37 0.31  0.20 -0.01 -0.19 0.32 0.51 0.16 -0.27 0.68
NHC3H7 0.02 -0.09 022 -0.44 -0.46 -0.46 0.23 0.59 -0.39  -0.67 0.68

CHCHCOCH3 .41 0.29 0.26 0.20 -0.09 0.21 0.02 0.64 0.34 -0.01 0.65
CaH9 0.41 0.30 0.21 -0.04 0.04 -0.11 0.80 0.59 -0.13  -0.18 0.69
C*IVter 0.27 0.68 0.43 -0.60 0.01 -0.44 0.74 0.59 -0.16  0.22 0.46
OC4H9 0.55 0.42 0.37 0.12 0.03 -0.16 0.58 0.65 0.16 -0.35 0.79
NHCA4H9 0.10 -0.04 -0.15 -0.37 -0.42 -0.43 0.43 0.73 -0.55 -0.56 0.79
CsH, 0.54 0.35 0.27 0.03 0.08 -0.07 1.00 0.73 -0.13  -0.18 0.80
CeHs 0.18 0.03 0.10 -0.57 -0.53 -0.63 0.73 0.76 0.10 0.01 0.71
CH,Br 0.00 0.08 0.02 -0.28 -0.13 -0.23 0.30 0.40 0.19 0.15 0.46
CH2CI -0.01 0.07 -0.03 -0.29 -0.13 -0.23 0.06 0.32 0.18 0.13 0.44
CH.I 0.02 0.09 0.02 0.01 0.08 0.05 0.56 0.57 0.16 0.12 0.49
CH=NOH -0.27 -0.17 -0.30 -0.59 -0.45 -0.56 -0.14 0.31 0.35 0.11 0.55
CHi 0.02 0.15 0.02 -0.03 0.24 0.02 0.21 0.17 -0.11 -0.19 0.34
OCH3 -0.13 -0.03 -0.17 -0.52  -0.38 -0.45 -0.01 0.24 0.19 -0.30 0.45
CH2CH2 0.20 0.28 0.17 -0.32 0.12 -0.26 0.31 0.33 0.08 0.02 0.48
CH2CH3 0.15 0.20 0.09 -0.19 -0.05 -0.18 0.38 0.31 -0.11 -0.16 0.46
oceln? 0.27 0.05 -0.05 -0.29 -0.28 -0.38 0.78 0.83 0.40 -0.03 0.51
NHCHs 0.22 -0.06 -0.15 -0.29  -0.42 -0.43 0.51 0.90 -0.19  -0.44 0.51
Ciclohexil 0.41 0.15 0.06 -0.29 -0.37 -0.42 0.94 0.80 -0.24  -0.24 0.69

CH=N CHs 0.11 -0.10 0.21 -0.01 -0.03 -0.10 -0.11 0.99 0.56 0.46 0.96
CH,CeHs 0.44 0.15 0.09 .0.02 -0.07 -0.17 0.75 0.90 -0.13 -0.10 0.41

CH20 CeHs 0.53 0.20 0.15 0.03 -0.03 -0.14 0.62 0.97 0.05 0.04 0.92

Este resultado coincide con la relacion absorcion-lipofilia previamente establecida (Bermejo y col., 1999;
Sanchez-Castafio y col.,, 2000). Ademas, el rango de biodisponibilidad de este farmaco (11- 34%) se
corresponde con su baja velocidad de absorcion. En el caso de la Esparfloxacina, la constante de velocidad de

absorcion se predice muy bien y no es consistente con la baja lipofilidad

Caracterizacion teorica y experimental de la absorcion intestinal de nuevos antibioticos 50



-6 Fluoroquinolonas

del compuesto. Para explicar este hecho seria necesario hacer otros estudios que determinen si el proceso de
absorcion es mediado o no por transportadores.

2.2.2 Prediccion de las propiedades farmacocinéticas y farmacoldgicas de 6- fluoroquinolonas.

Las estructuras de las 6-fluoroquinolonas utilizadas en la prediccion de las propiedades farmacocinéticas y
farmacologicas se muestran en el Anexo 6. La mejor funcion discriminante obtenida para los valores de

biodisponibilidad (F) en humanos, en la serie de entrenamiento, es la siguiente:
F=-0.956-0.119 p; e+ 1.559 ¢ 107"° pys.pe +7.916 . 10" ' 15p0 e (17)

El valor del parametro X de Wilks para el modelo es de 0.268 y la razon de Fisher F, (3,13) = 11.85. No se
detectaron “outliers” estadisticos en la serie de entrenamiento. En la Tabla 3 se muestran los porcentajes de
probabilidad de clasificacion para los compuestos de la serie de entrenamiento y los 7 de la serie de prediccion
externa (primera y segunda columna de datos). Este modelo muestra que los valores de F utilizados en el estudio
dependen principalmente de los momentos espectrales totales (i) y locales para el area polar de las moléculas (u; -
PA).

El porcentaje de exactitud global del modelo fue de un 100 % para la serie de entrenamiento. Si tomamos en
consideracion el procedimiento de validacion cruzada (dejando un compuesto fuera), el modelo mostrd un 88.23
% de buena clasificacion (15/17), evidenciando su poder predictivo.

Los parametros estadisticos del modelo discriminante obtenido para la prediccion de la biodisponibilidad de
derivados de 6-fluoroquinolonas, sugiere una alta calidad. Casi todos los compuestos tuvieron una probabilidad de
clasificacion mayor del 80 %. Solamente la Enoxacina, a pesar de ser bien absorbido, tuvo una baja probabilidad
de clasificacion. Este compuesto tiene una estructura de naftiridona, incrementandose la densidad electronica
alrededor del atomo de N y la posibilidad de formacion de enlaces por puentes de hidrogeno con la utilizacion de
los electrones libres del nitrogeno. Este hecho hace a esta estructura diferente del resto de las 6-fluoroquinolonas
analizadas, ofreciendo cierta similitud con un compuesto de moderada biodisponibilidad, lo que podria tener

alguna influencia en la reduccion de la probabilidad de clasificacion.
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Tabla 3. Valores experimentales y predichos de Biodisponibilidad (F) y de la Minima Concentracion
Inhibitoria (MCI90) en derivados de 6-fluoroquinolonas. Aplicacion de la metodologia topologica-

subestructural TOPS-MODE.

Nombre Alta F*(%) Moderada F*(%) Fyexp®” FHpred' Frexp' F'Hpred™ MCla MCly, pred*
exp

Serie de Entrenamiento

Ciprofloxacina 99.8 70 60 44.8 56.3 2 2.2
Clinailoxacina 99.7 80 66 0.06 0.35
Difloxacina 99.9 90 91 2 5.7
Enoxacina 52.7 90 93 16 11.1
Fleroxacina 98.0 96 93 8 3
Gatilloxacina 97.6 96° 95 0.39 0.28
Grepafloxacina 98.5 70¢ 69 0.39 0.53
Lomefloxacina 81.3 95 93 16 4
Moxifloxacina 81.7 86 87 0.25 0.22
Norfloxacina 82.4 40°¢ 48 334 47.3 16 27
Ofloxacina 99.9 90 93 2 1.3
Pefloxacina 99.3 95°¢ 93 79.5 83.44 8 23
Rufloxacina 97.7 50 53 16 6
Sitafloxacina 99.9 84' 87 0.05 0.05
Sparfloxacina 99.9 92¢ 94 0.5 0.6
Temafloxacina 99.5 92° 91 1 0.8
Trovafloxacina 96.2 80 77 0.25 0.42
Serie de Prediccion Externa

Tosufloxacina 99.8 NA" 91 0.39 0.35
Balofloxacina 97.7 NA 95 87.5¢ 89.7 0.39 0.28
4n-Propilcipro 99.9 NA 94 92.8 93.9 1.14
4n-Propilnorflo 95.6 NA 93 93.6 94.5 14.18
CNV 97100 99.8 NA 64 72 77.9 1.78
CNV 97102 94.1 NA 94 97" 100 1.37
CNV 97104 99.6 NA 95 83! 89.2 0.83

* Probabilidad de Clasificacion por Ec. (17).° F, (Turnidge, 1999). © F, (Product Information, 2000). ¢ F, (Pickerill y col., 2000).° F, (Sharma y
col., 1994). ' F, (O'Grady y col., 2001). & F, (Fitton, 1992)." NA. Datos no disponibles.' Valor de biodisponibilidad en humanos (F) predicho Ec.
(18 y 19). i Biodisponibilidad in vivo en ratas, tomado de (Sanchez-Castafio y col., 2000). * Biodisponibilidad in vivo en ratas, tomado de Ref.
(Ishigai y col., 1995). ' Biodisponibilidad in vivo en ratas determinada experimentalmente. ™ Biodisponibilidad predicha en humanos por Ec.
(20). " Minima concentracién inhibitoria contra Streptococcus pneumoniae (MCly), tomado de (Turnidge, 1999). " Minima concentracion
inhibitoria contra Streptococcus pneumoniae (MClgp), predicha por Ec. (21).

Los descriptores de la ecuacion 17, contienen informacion acerca del tamafio (momento espectral total) y del
area de los grupos polares (momento espectral local) de las moléculas. Los descriptores de mayor magnitud,
para ambos tipos de momentos espectrales (u;s), tienen una contribucion positiva al valor de F, lo cual esta en
correspondencia con la influencia que el peso molecular y la capacidad de formacion de puentes de hidrogeno,

tienen sobre esta propiedad bioiarmacéutica (Clark, 1999; Stenberg y col., 2000).
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Sin embargo, se debe considerar que los farmacos con adecuados valores de F poseen valores de enlazamiento
a hidrogenos, lipofilidad y tamafio, dentro de un rango estrecho (Stenberg y col., 2000) y por esta razon,
compuestos con valores positivos extremos de estas propiedades podrian tener un efecto negativo sobre la
biodisponibilidad. Estos resultados concuerdan con lo referido por otros autores (van de Waterbeemd y col.,
1996).

Los 7 compuestos de la serie de prediccion externa fueron adecuadamente predichos por el modelo. La CNV
97100 tiene una estructura similar a la Grepafloxacina, por lo que los valores de F en el mismo rango, son un
resultado 16gico. La introduccion secuencial de grupos metilenos en la posicion Ry (ver Anexo 6) del anillo
piperazinico (CNV 97102, CNV 97104) produjo un incremento en la lipofilidad de las moléculas asi como en
la constante de velocidad de absorcion, incrementando la permeabilidad de membrana y con esto el valor de
biodisponibilidad.

La similitud estructural entre la Tosufloxacina y la Trovafloxacina sugieren una similitud en sus valores de F,
sin embargo la primera se predice como de alta absorcion y la segunda como moderada. Estos resultados estan
relacionados con el nimero de atomos en el anillo 1 que influyen directamente en la magnitud de la variable .
pe Y esto hace que la Trovafloxacina, con un atomo de carbono mas, tenga una menor F. Para el caso de la
Balofloxacina el valor de F predicho es similar al de la Gatifloxacina, con la cual tiene cierta relacién
estructural. Aunque la primera tiene una contribucion negativa de la variable p_pg, la contribucion positiva de
las otras dos variables también es mayor (mayor numero de atomos). Finalmente, la 4n-Propilciprofloxacina y
la 4n- Propilnorfloxacina tienen el mismo efecto alifatico sobre la posicion R4, sdlo que el sustituyeme
ciclopropilo en la posicion R; del esqueleto 6-fluoroquinolonico produce valores mayores de F que el grupo
etilo en la misma posicion, segun se muestra en la Tabla 3.

Debido a la imposibilidad de obtener modelos de regresion lineal multivariada (con adecuados valores
estadisticos) para el parametro F, principalmente cuando estructuras diferentes estan presentes en los datos
experimentales seleccionados (Escribano y col., 1997), se desarrolld un modelo tedrico de regresion lineal
Piecewice para los farmacos con valores altos y moderados de F. La viabilidad del modelo se justifica por el
hecho de que principalmente los farmacos con altos valores de F, son de interés para la administracion oral y
por lo tanto, si un farmaco se clasifica como de moderada F, el amplio rango de valores para esta propiedad

biofarmacéutica en el grupo
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de clasificacion (entre 90 y 30), tendran una alta variabilidad. Ello haria necesario obtener valores cuantitativos.
El mejor modelo tedrico obtenido para F se da a continuacion:

Log Fy = 1.275 +4.346 « 10" pg.pp + 3.840 10 [Lyes (18)
Log Fa=1.963 +5.858 m 10" pg.pg - 2.320 ¢ 10 [es (19)
N=17 R=0.926 R*=0.858

El modelo para Log F depende de los momentos espectrales totales (is.pg:) y locales sobre la parte no polar de
las moléculas (Ha.wps)- Seglin la ecuacion 19, un ligero incremento del area no polar, su contribucidon negativa
hace que disminuya el valor de F. Este es un resultado logico, el cual concuerda con lo reportado por otros
autores (Clark, 1999), donde debe existir un balance entre las areas polares y no polares para obtener un
adecuado perfil de absorcion.

Los valores de F obtenidos por las ecuaciones 18 y 19 para los compuestos con F moderada y alta se muestran
en la Tabla 3 (cuarta columna de datos). Como se puede observar, 7 compuestos fueron utilizados como serie
de prediccidn externa.

Para los farmacos en fase de estudios preclinicos no es posible obtener valores experimentales de F en
humanos. En este sentido, se llevo a cabo una correlacion entre los valores de F en humanos, predichos ““in
silico”, y los valores experimentales “in VivOo " en ratas para seis 6-fluoroquinolonas, permitiendo utilizar el
modelo tedrico como herramienta predictiva de F en humanos y al mismo tiempo como validacion del
procedimiento (Sanchez-Castafio y col., 2000; Ishigai y col., 1995). Solamente 2 farmacos (CNV 97102 y CNV
97104) fueron utilizados para corroborar los resultados finales. Este procedimiento nos permitié una segunda
validacion de los resultados obtenidos. La ecuacion de correlacion fue la siguiente:

Fy-pred=21.192 + 0.783 * Fr.cxp (20)
N=6 R=0.980 R>=0.962 Feyp (1,4) = 101.71 p<0.0005 SE=4.54

Los resultados predichos estdn contemplados en la Tabla 3 (sexta columna de datos).

Estas observaciones son validas si se considera la similitud existente entre los procesos de absorcion intestinal
en ratas y en humanos por lo que los valores en ratas son usados como sustitutos de los valores en humanos

(Lennernas, 1997; Stewart y col., 1995; Molina y col., 1992; Karali, 1995).
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La ecuacion 20 se utilizo para predecir los valores de biodisponibilidad en humanos de 2 nuevas 6-
fluoroquinolonas, pero para lograr este proposito se realizd la determinacion experimental de F en ratas. Los
resultados alcanzados revelan la fuerte relacion con los valores de F obtenidos por ambos métodos (cuarta y
quinta columna de datos. Tabla 3).

Una de las posibilidades mas interesantes que brinda la aproximaciéon TOPS-MODE al disefio molecular es la
posibilidad de obtener contribuciones cuantitativas de cualquier subestructura a la propiedad estudiada. El
niumero de fragmentos estructurales que pueden ser evaluados para determinar sus contribuciones a las
propiedades farmacocinéticas y farmacolodgicas es, por supuesto, muy grande.

Para establecer una relacion farmacocinética-farmacoldgica bajo una base estructural, asi como para disefiar
nuevos compuestos, se desarrolld un modelo de regresion lineal para la Minima Concentracion Inhibitoria
(MCI90) contra Sirepiococcus pneumoniae.

El mejor modelo tedrico obtenido para la MCI90 fue el siguiente:

Log (1/MICyg)sp =-10.35-3.98 ¢ 10,551 +5.43- 10 py4.p5+2.69- 107 pgpg (21)
N=19; R=10.915; R>*=10.837; S=0.363; Scv=0.379; Fey (3,15) = 25.85

donde, N es el numero de compuestos utilizados, R es el coeficiente de regresion, S es la desviacion estandar de
la regresion, R? es el coeficiente de determinacion, Scv es la desviacion estandar de la validacion cruzada y Fey,
es la razon de Fisher experimental con un nivel de significacion de 95%.

Este modelo muestra que los valores de MClgy de los derivados 6-fluoroquinolonicos utilizados en el estudio,
son dependientes de los momentos espectrales locales en el anillo 1 (contribucion negativa) y 3 (contribucion
positiva), y también de los momentos espectrales totales ponderados con la diferencia de electronegatividad
entre los atomos que forman un enlace. Los valores experimentales y predichos de MCly se muestran en la Tabla
3 (séptima Y octava columna de datos).

Tomando en consideracion la ecuacion 17 (farmacocinética) y la ecuacion 21 (farmacologica), asi como la
buenas propiedades farmacocinéticas y farmacoldgicas de la Sitafloxacina, este compuesto fue seleccionado
para analizar la influencia de 13 sustituyentes en las posiciones X e¢ Y de su esqueleto, segiin se muestra en el

Anexo 7.
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Los resultados de la evaluacion de los sustituyentes por las ecuaciones 17 y 21 se muestran en la labia 4. Los
mejores resultados para ambas propiedades (bajos valores de MICy, y altas contribuciones a la F), se obtuvieron
cuando los sustituyentes sobre el anillo 3 (ver Anexo 7) fueron los halégenos y el grupo metoxi.

Tabla 4. Contribuciones de diferentes sustituyentes a las propiedades de Biodisponibilidad (F) y de la Minima
Concentracion Inhibitoria (MClyy) en las posiciones X e Y de la Sitafloxacina. Aplicacion de la metodologia

topoldgica-subestructural TOPS-MODE.

Sustituyente MClyg F
X Y X Y

F 0.046 1.656 0 -0.353
Cl 0.048 2.376 0.505 0.096
Br 0.065 1.976 0.544 0.146

1 0.114 1.330 0.587 0.204
OH 0.236 0.420 -0.709 -1.268
NH, 0.302 0.325 -0.731 -1.265
CH3 0.381 0.211 0.207 -0.213
OCH3 0.112 0.513 0.338 -0.114
CH,F 0.217 0.252 0.123 -0.301
CH,CI 0.249 0.296 0.206 -0.214
CH,;,Br 0.260 0.298 0.207 -0.213
CH,I 0.278 0.296 0.202 -0.217
CH.OH 0.257 0.234 -0.165 -0.592

Como ha sido ampliamente discutido por otros autores (Domagala, 1994; Domagala y col., 1991), los haldogenos
(F y CI) y el grupo metoxi en la posicion 8 del fragmento fluoroquinoldnico, incrementan la absorcion oral y la
actividad contra bacterias Gram-positivas. También los grupos ciclopropilo y amino-pirrolidinico en las
posiciones N| y C7, respectivamente del esqueleto 6- fluoroquinolonico, mejoran la efectividad antimicrobiana.

En el caso de la Sitafloxacina, hay un grupo ciclopropilo en la posicién Ni y un grupo ciclopropilo en la posicion
4 (espiro) del resto 3-aminoazolidina de la posicion C7 del esqueleto fluoroquinolénico. Tomando en
consideracion ambos grupos, cualquier sustituyente en la posicion X (ver Anexo 7) tendria una mejor movilidad e
interaccion con el blanco bioldgico debido a la libre rotacion del grupo ciclopropilo alrededor del enlace Ci-Nj.

Los haldgenos y el grupo metoxi en la posicion X, como grupos voluminosos, incrementaran la lipofilidad y las
propiedades de absorcidn, y disminuiran los valores de MClgo- Por el contrario, los grupos polares como el OH y

NH2 reduciran la contribucion a la biodisponibilidad debido a la
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posibilidad de formar enlaces por puentes de hidrégeno y disminuyen la actividad por incremento del valor de

MCIQO_

2.3 Conclusiones Parciales

1- Los modelos tedricos desarrollados para predecir las propiedades fisico-quimicas y de absorcion de las 6-
fluoroquinolonas estan muy relacionados con los momentos espectrales locales, fundamentalmente la
informacion estructural del anillo piperazinico, y de los atomos de hidrégenos unidos a heteroatomos.

2- Las constantes de velocidad de absorcion y el coeficiente de permeabilidad aparente de las 6-
fluoroquinolonas estan estrechamente relacionados con la lipofilia de las moléculas, especialmente su
coeficiente de particion.

3- La absorcion esta determinada por un factor absorcion-lipofilia, caracteristico del esqueleto quinolonico,
aunque los efectos electronicos y estéricos de los sustituyentes producen ligeras alteraciones en las
propiedades de absorcion.

4- Los modelos tedricos desarrollados para predecir las propiedades farmacocinéticas y farmacologicas de
las 6-fluoroquinolonas estan relacionadas con los momentos espectrales locales y totales, conteniendo
informacion de las areas de los grupos polares y del tamafio molecular, respectivamente.

5- La interrelacion entre los modelos farmacocinéticos y farmacoldgicos es una buena herramienta para el

disefio de nuevos derivados 6-fluoroquinolonicos con perfiles cinéticos y farmacologicos mejorados.
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CAPITULO III. ESTUDIOS SOBRE LAS PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS Y DE ABSORCION
DE 2-NITROVINILFURANOS.

3.1 Materiales y Métodos.

3.1.1 Aproximacion TOPS-MODE.

El estudio tedérico de prediccion de propiedades fisico-quimicas de 2-nitrovinilfuranos se desarrolld
utilizando la aproximacion TOPS-MODE, descrita en el acapite 2.1.1. La determinacion de los 15 primeros
momentos espectrales de la matriz de adyacencia de enlaces con hidrogenos suprimidos, se desarrollo
utilizando los momentos dipolos de enlace (Potapov, 1978). Se calcularon los momentos espectrales totales y
el descriptor HB1, el cual indica el nimero de posibles enlaces de hidrogenos que una molécula puede formar
como aceptor o donador (Yang y col., 1986).

Las contribuciones de grupos a las propiedades fisico-quimicas (Log P y pKa) se analizaron en las posiciones

R\ y R; del esqueleto furanico, como se observa en la siguiente figura:

Ademas, se realizo un Analisis de Factores entre las contribuciones de grupo y las constantes de Hammet y
Hansch con las propiedades fisico-quimicas, de la misma forma que la descrita en el acapite 2.1.2.2.

Para el estudio teorico de prediccion de propiedades de absorcion de 2-nitrovinilfuranos se utilizoé una base
de datos de compuestos con amplia diversidad estructural y con valores de absorcion en humanos
previamente reportados (Wessel y col., 1998; Palm y col., 1997; Kansy y col., 1998; Benet y col., 1996;
Bertz y Granneman, 1997). Esta seleccion se debio principalmente a la inexistencia de datos de absorcion
para compuestos pertenecientes a esta familia.

Tomando en consideracion el paradigma de las correlaciones estructura-permeabilidad utilizado para evaluar
la absorcion oral, el cual fue descrito por van de Waterbeemd y col. (1996), se decidié emplear varias

ponderaciones para diferenciar los enlaces moleculares como son:
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hidrofobicidad, superficie polar, masa atomica y las interacciones de estas con el nimero de atomos de las
moléculas (sin contar los hidrogenos).

Por otro lado, se evalu6 la contribucion de fragmentos a la propiedad en estudio, seleccionando inicialmente,
todas las subestructuras a las cuales se les iba a determinar su contribucion (Estrada y col., 1998; Estrada,
1996, 1997, Estrada y Pefia, 2000a; Estrada y col., 2000a; Estrada y Uriarte, 2001a; Estrada y col., 2001a).
Luego, se calcularon todos los fragmentos contenidos en la subestructura correspondiente y la contribucion
de la subestructura a los momentos espectrales se obtiene como la diferencia entre los momentos espectrales
de la subestructura y todos sus fragmentos. Finalmente, se sustituyo la contribucion de los fragmentos en el
modelo cuantitativo desarrollado para describir la propiedad.

Los momentos espectrales fueron calculados con el programa Modeslab 1.0b (Gutiérrez y Estrada, 2002) y se
utilizaron como descriptores moleculares, para encontrar un modelo cuantitativo, en un Analisis
Discriminante Lineal (ADL) (ver acapite 2.1.2.3). Tomando en consideracion la alta variabilidad individual
en las mediciones de absorcion (Caldwell, 2000), este procedimiento permitié clasificar las moléculas con
alta, moderada y baja absorcion intestinal en humanos (AIH), como un primer escalén para obtener una
funcidn capaz de predecir esta propiedad para grandes bases de datos. El criterio de clasificacion para la
funcion discriminante fue seleccionado de acuerdo a lo planteado por otros autores, de la siguiente forma: los
compuestos con valores de biodisponibilidad oral >90 %, lo cual implicitamente requiere de una absorcion
intestinal de al menos un 90 %, tendran una alta absorcion y los compuestos con valores de biodisponibilidad
menores que 30% tendran una baja absorcion (Caldwell, 2000; Egan y Lauri, 2002).

La serie de entrenamiento (89 compuestos) se dividid en dos subgrupos en relacion con el modelo
discriminante desarrollado. El primer modelo se desarroll6 para diferenciar los farmacos de pobre absorcion
(AIH < 30%) del grupo de moderada-alta absorcion (AIH > 30%); el segundo, fue para discriminar los
compuestos con alta AIH (> 90%) del resto de los farmacos. Esta estrategia se relaciona con el hecho de que
casi todos los modelos reportados de prediccion de la absorcion intestinal (rapido coémputo) han sido
desarrollados, principalmente, para clasificar compuestos con pobre absorcion. Algunos de estos métodos
son: la Regla de los 5 (Lipinski y col., 1997) y los valores de areas superficiales polares, PSA (Clark, 1999),

entre otros.
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Dieciocho compuestos tomados de la literatura (Palm y col., 1997; Kansy y col., 1998; Benet y col., 1996)

conformaron el grupo de prediccion externa y no fueron utilizados en el desarrollo de la funcion
discriminante; ellos fueron reservados para validar los modelos encontrados.

La calidad estadistica de los modelos se determiné segun acapite 2.1.2.3. Los compuestos se consideraron no
clasificados por el modelo (U) cuando las diferencias en el porcentaje de clasificacion entre dos grupos no
fueron superiores al 5%. Sin embargo, se utilizaron las probabilidades posteriores para clasificar los
compuestos de acuerdo a los valores de AIH.

Una vez obtenido el primer modelo discriminante, solamente los farmacos con valores de AIH menor que
30% pueden ser clasificados y diferenciados de aquellos compuestos con valores moderados y altos de AIH.
Por este motivo, se desarrollé un segundo analisis discriminante para separar los farmacos con alta AIH del
resto de los compuestos. El criterio de clasificacion fue el siguiente: compuestos con AIH > 90 (alta
absorcion) y AIH < 90 (moderada-baja absorcion). Se utilizo la misma serie de entrenamiento y prediccion
que en el modelo anterior.

Una vez obtenidos ambos modelos discriminantes, se llevd a cabo una validacion externa posterior. Se
evaluaron 174 compuestos con valores de biodisponibilidad reportados (Benet y col., 1996; Bertz y
Granneman, 1997). El criterio de seleccion fue el siguiente: para evaluar el primer modelo discriminante se
seleccionaron todos los farmacos con valores de F mayor que 30% ya que los valores de AIH deben ser
iguales o mayores a los valores de F seleccionados. Para el segundo, la seleccion tomd en consideracion que
los farmacos tuvieran valores de F mayores que 80%, ya que al menos los valores de AIH estarian entre un
85 y un 90% (considerando una pérdida hipotética de entre un 5-10% por efecto de primer paso hepatico); y
estando de acuerdo con el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB), en el caso de farmacos con alta
permeabilidad (> 90%), se propone un 80% como un valor mas real (Kanfer, 2002). Cuando dos o mas
valores para un fairmaco eran disponibles o los valores estaban dentro de un rango, se empled el valor medio.
En este estudio, 56 fragmentos pertenecientes a compuestos con alta, moderada y pobre absorcion fueron
seleccionados y calculadas sus contribuciones al valor de AIH. Aunque el fragmento estructural aislado no
presupone el obtener un valor alto, moderado o bajo de AIH, ya que es bien conocido que la propiedad

evaluada es consecuencia de la suma de las contribuciones de todos los
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fragmentos en la molécula, seria posible disefiar un farmaco hipotético con buenas propiedades de absorcion
considerando aquellos fragmentos con alta contribucion al valor de AIH.

Finalmente, se realizd una prediccion teorica de la AIH para una serie de compuestos de la familia de los 2-
nitrovinilfuranos, dentro de los cuales se destaca el GI, como un bactericida-fungicida de amplio espectro
(Blondeau y col., 1999; Castanedo y col. 1994, Castanedo y Gaitan, 2000), y sobre el cual se desarrolldé una
caracterizacion experimental completa de su absorcion intestinal.

3.1.2 Datos experimentales utilizados en los estudios de prediccion de propiedades fisico-
quimicas y de absorcion de 2-nitrovinilfuranos.

Para el estudio de las propiedades fisico-quimicas se emplearon 30 derivados 2-nitrovinilfuranicos con valores
de Log P reportados (Balaz y col., 1988).

Por otro lado, 31 farmacos fueron utilizados para obtener el modelo predictivo de la constante de disociacion
(pKa).

Los datos de absorcion intestinal en humanos fueron seleccionados cuidadosamente de la literatura (Wessel y
col., 1998; Palm y col., 1997; Kansy y col., 1998; Benet y col., 1996; Bertz y Granneman. 1997), por lo que se
incluyeron en la serie de entrenamiento y de prediccion solamente los compuestos que son predominantemente
absorbidos por difusion pasiva. De los 86 compuestos tomados del Wessel y col. (1998), solamente 79 fueron
usados en el modelo, debido a que el Metotrexato se absorbe por un proceso mediado por transportadores; la
Zidovudina por transporte activo; la Amoxicilina, Cafetrizina y Lisinopril son absorbidos por un sistema
transportador de dipéptidos; la Cefuroxima acetil, por un mecanismo de transporte especializado que obedece
al proceso de Michaclis-Menten y en el caso del Etoposido, se piensa que su distribucion a cerebro es
parcialmente controlada por un proceso de transporte activo (Clark, 1999). Otros farmacos con baja absorcion
intestinal fueron incluidos en la serie de datos para incrementar el porcentaje de farmacos con pobre AIH.
Finalmente, 107 compuestos conformaron el grupo total de datos.

3.1.3 Modelos "in vitro" “insitu” para la prediccion de la absorciéon intestinal.

3.1.3.1 Modelos “in vitro”

3.1.3.1.1 Determinacion del coeficiente de particion.

La lipofilidad de los derivados 2-nitrovinilfuranos como son, el 2-(2-nitro-vinil)-furano (G0); el 2- bromo-5-(2-

bromo-2-nitro-vinil)-furano (Gl); el 2-bromo-5-(2-metil-2-nitro-vinil)-furano (UC-
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245) y el 2-(2-metil-2-nitro-vinil)-furano (UC-244) se caracterizd por el coeficiente de particién n- octanol /
buffer Ringer Krebs (pH=7.4). Para la determinacidn de este parametro se utilizo un frasco de vidrio cubierto
con papel de aluminio para proteger, de la luz, a los compuestos estudiados y se siguié el procedimiento de
“frasco agitado” (OECD, 1981).

Los farmacos fueron disueltos en la solucion buffer y agitados durante 20 minutos en un bafio ultrasonico
(Sonorex RK-52) para obtener soluciones sobresaturadas. Tres mililitros de esta solucion filtrada se mezclaron
con igual volumen de n-octanol (Merck, grado analitico) en un tubo de vidrio, para su posterior medicion. El
experimento de particion se desarrolldo a 37 °C con condiciones efectivas de agitacion. Las muestras fueron
extraidas de la fase acuosa a intervalos de tiempo de 30 minutos para la determinacion de la concentracion de
soluto. Finalmente, la concentracion de cada compuesto fue determinada por HPLC.

El coeficiente de particion se calculd como la relacion entre la concentracion de farmaco en n- octanol
(calculado por diferencia) y la concentracion en la fase acuosa. Se utilizaron 6 valores por compuesto para
obtener el valor promedio de este parametro.

3.1.3.1.1.1 Método analitico para la cuantificacion de los derivados 2-nitrovinilfuranicos.

Los compuestos en las muestras estudiadas fueron analizados por HPLC en fase reversa. El sistema consistio
de una bomba gradiente (K-1000, Knauer), un detector de X variable (K-2150, Knauer) y un inyector
Rheodyne. La columna analitica fue LiChrospher-100 RP-18 (250 x 2 mm) y la precolumna, LiChrospher-100
RP-18 (10 x 2 mm), ambas con un tamafio de particula de 5 um.

La fase movil estuvo compuesta por acetonitrilo (Merck, grado gradiente) y agua en proporcion (80:20),
respectivamente. La velocidad de flujo fue de 0.25 mL/min y el volumen de inyeccion, 10 uL. La longitud de
onda se establecid a 366 nm para todos los compuestos. Estas condiciones experimentales resultaron en
tiempos de retencion que variaron entre 3-6 minutos. La cuantificacion fue por el método de estandar externo.
Este procedimiento ha sido previamente validado (Jiménez y Rodriguez, 1999).

3.1.3.1.2 Determinacion de la absorcion intestinal de GI.

La dispersion solida de Gl al 30 % en PEG 6000 (Fluka, Suiza), se prepard segun el método de fusion
(Castanedo y col., 1996). Con vistas a la cuantificacion del Gl en las muestras intestinales, se desarrolldé una

técnica espectrofotométrica UV-VIS. Para ello se realiz6 una curva de
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calibracion (n = 4) del principio activo en n-hexano (BDH) en el rango de 0.05-0.9 }ig/mL y se midi6 su
absorbancia en un espectrofotometro UV-VIS (Ultraespec III, Pharmacia, LKB, Suecia) a 360 nm.

Animales

En todos los ensayos “in Vitro” se utilizaron ratas Spragiie-Dawley macho con un peso entre 350 y 370 g. Las
ratas se adaptaron durante una semana a las condiciones del laboratorio, a temperaturas de 22 £ 2 °C y una
humedad de 75 = 5 %. Para la alimentacion se utilizd pienso estindar para ratas suministrado por el
CENPALAB. Durante este periodo, los animales tuvieron acceso al agua y comida "ad libitum". La
alimentacion fue retirada 18 horas antes de comenzar los ensayos.

3.1.3.1.2.1 Optimizacion de la técnica espectrofotométrica.

Para el establecimiento de la técnica analitica se desarrolld un disefio experimental 2* considerandose dos
factores fundamentales, tiempo de agitacion (Ta) y de centrifugacion (Te) en el intervalo de 2 a 5 minutos.
Todos los factores se estudiaron a dos niveles (etiquetados con los signos - y +) y se realizaron tres réplicas
para obtener la estimacion de los efectos simples y de la interaccion doble.

Los experimentos para la optimizacion de la técnica analitica se realizaron en tres ratas utilizando el método
del saco intestinal (Wilson y Wiseman, 1954). Los animales fueron anestesiados con éter dietilico (AnalaR,
BDH) y posteriormente se le realizé una incision abdominal. El duodeno fue identificado, aislado, lavado con
solucion Ringer Krebs (pH=7.4) y eliminado rapidamente. Se dividido en tres partes que se mantuvieron
inmersas en la solucion reguladora. Las fracciones fueron evertidas con la ayuda de un aplicador. Uno de los
extremos de la fraccion de duodeno fue atado con hilo de seda para formar un saco. Se introdujeron 0,5 mL de
solucion Ringer en los sacos evertidos y se cerraron. Los sacos llenos fueron inmersos en recipientes de prueba
con 30 mL de una solucion de dispersion (120 jag/mL en solucion Ringer oxigenada, 5% de C0,-95% O,). El
recipiente se colocd en un bafio de agua a 37 £ 1 ° C. A los 30 minutos toda la solucién se colectd del interior
de los sacos. A las soluciones serosales se le afiadieron 0,5 mL de n-hexano, se agitaron automaticamente a una
velocidad de 180 oscilaciones por minuto y se centrifugaron a 3000 r.p.m. (tiempos seleccionados segun

disefio). Los sacos se lavaron y se realizo nuevamente
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la extraccion. Ambos sobrenadantes se midieron en el espectrofotometro UV-VIS a 360 nm. El blanco
empleado fue una solucion de n-hexano.

Los resultados obtenidos para los dos factores estudiados (Ta y Te) se analizaron mediante un ANOVA. Se
realizé un analisis de contrastes mediante el establecimiento de los intervalos LSD (Menor Diferencia
Significativa) a través del paquete estadistico STATGRAPHICS Plus 4.1 para Windows (1999); y un analisis
de residuos y de efectos sobre la dispersion, utilizando los modelos propuestos por Harvey (Harvey, 1976).
Con los tiempos de agitacion y centrifugacion optimos, se determind el porcentaje de recuperacion de la
técnica analitica.

3.1.3.1.2.2 Determinacion del Gl en segmentos intestinales

Se prepararon sacos evertidos de estdmago, duodeno (seguido del piloro), yeyuno (5 cm después del ligamento
de Treitz) e ileon (cerca del orificio cecal) de cuatro ratas segun la técnica descrita en el acapite anterior. La
solucion serosal fue de 0.5 mL del regulador salino a pH 7.4, para los tres segmentos intestinales y 1.5 mL,
para el estdbmago. Las muestras en el sitio serosal se colectaron cada 15 minutos durante una hora. El
coeficiente de permeabilidad aparente (Papp) para el Gl en las diferentes condiciones experimentales, fue
calculado segun la ecuacion siguiente (Sasaki y col., 1995):

P app = (dC/dt)-V/(Co-A) (22)
donde, dC/dt es el cambio en concentracion por unidad de tiempo (ug/mL-s), V es el volumen del fluido
serosal (mL), CoO es la concentracion inicial de farmaco en el sitio mucosal (ug/mL) y A es el area superficial
de la membrana intestinal (cm?).

Para esclarecer el mecanismo de transporte del Gl, se estudiaron las diferencias direccionales de la velocidad
de transferencia en segmentos duodenales del intestino de ratas (n=3). Una vez extraido el duodeno se dividid
en tres fracciones, dos segmentos evertidos y uno normal. Uno de los sacos evertidos y el normal se colocaron
en una solucién salina con la dispersion solida de Gl (120 pg/mL) y se determiné la concentracion serosal y
mucosal (interior del saco), respectivamente. El otro saco evertido se coloco por 10 minutos en una solucion de
10 mrnol de Cianuro de Potasio (KCN), para envenenar los transportadores y evaluar la posible existencia de
transporte activo (Ritschel y col., 1991). Luego se prosiguié con el mismo procedimiento de eversion y se
calculo el Papp para las diferentes condiciones experimentales, corrigiendo los datos de concentracion de Gl

sobre la base del factor de recuperacion.
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El analisis estadistico de los datos se realizo por la t de Student a través del programa SPSS 8.0 para Windows
(1997) y se consideraron diferencias significativas cuando p < 0.05.

3.1.3.2 Modelos “in situ”.

La técnica de intestino ““in Situ™ de rata fue desarrollada por el método de Doluisio modificado (Pla-Delfina y
Moreno, 1981; Martin-Villodre y col., 1986), utilizando el intestino delgado completo de 6 ratas Wistar macho
con un peso entre 210-295 g. Para evitar el reciclaje entero- hepatico el conducto biliar fue canulado antes de la
perfusion. Una solucidon salina isotonica fue preparada y ajustada a pH 7.00 adicionando 10 % (v/v) de una
solucion 0.066M de buffer fosfato Sorensen. Esta concentracion evita los efectos de disrupcion que sobre la
membrana tienen los fosfatos (Murishita y col., 1973). La solucién de ensayo, conteniendo Gl, fue preparada
inmediatamente antes de su uso, disolviendo la cantidad exacta del compuesto en la solucion vehiculo (w/v),
dependiendo de su solubilidad. La concentracion final de la solucion de Gl fue 600 (ug/mL. Después de
disolver el compuesto, el pH de la solucion fue controlado y reajustado, en caso necesario. Muestras del
perfusato fueron colectadas en tubos de vidrio silanizados a tiempos prefijados, después de 5 minutos a
intervalos de 5 minutos por 30 minutos. Todas ellas fueron analizadas inmediatamente.

Los estudios de reabsorcion de agua se realizaron de la forma descrita en el acapite 2.1.5.2.1.

Constante de absorcion intestinal “in situ ”

La constante de absorcion intestinal Ka del Gl fue determinada por un analisis de regresion no lineal de la
concentracion remanente At vs t, utilizando el programa estadistico Sigma Plot 2.0 (Jandel Scientific). Para
evitar la adsorcion sobre la mucosa intestinal y el efecto de dilucion sobre la muestra residual (Martin-Villodre
y col., 1986; Doluisio y col., 1970), solamente se utilizaron para la regresion los valores calculados después de
5 minutos, encontrandose que después de este tiempo el equilibrio de adsorcion fue alcanzado (Martin-Villodre
y col., 1986).

Analisis de las muestras

Un procedimiento por HPLC, previamente validado (Jiménez y Rodriguez, 1999), se utilizd para cuantificar la
concentracion de soluto en las muestras biologicas. El analisis se desarrolld en una columna RP-18 (250 x 2
mm), utilizando como fase moévil una mezcla acetonitrilo/agua (80:20 v/v). El equipamiento consistié en una

bomba cuaternaria Serie 1050 Hewlett-Packard, un
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autoinyector Serie 1100 Hewlett-Packard y un integrador Perkin Elmer LCI-100. La cuantificacion se realizo
por espectrofotometria UV-VIS a 360 nm.

3.1.3.3 Estudios farmacocinéticos y de biodistribucion del “C-G1.

3.1.3.3.1 Formulacién para la administracién oral del “C-G1.

Se prepard una solucion madre de “C-G1 (Dalton Chemical Laboratories Inc., Ontario, Canada, pureza mayor
del 95% y actividad especifica de 2.3 mCi/mmol) en Miglyol® 810 N (Hiils America Inc.), para ello se pesaron
45 mg del producto marcado y se afiadieron en 500 pL del aceite.

La solucién a administrar se preparé tomando una pequeiia cantidad de la soluciéon madre y se afiadio a una
solucion de Gl en Miglyol® 810 N (24mg/mL) para obtener una concentracion final de radioactividad de
aproximadamente 8uCi/mL por rata (Francis y James, 1991). Posteriormente, la solucion se agitdé durante 5
minutos y se almacend a 4°C hasta el momento de su utilizacion. Todo el procedimiento de preparacion de la
solucion de ensayo se llevé a cabo protegido de la luz.

3.1.3.3.2  Animales.

Se utilizaron 32 ratas machos de la linea Spragiie Dawley. Estas fueron obtenidas de la Unidad de Cuidado
Animal (Facultad de Veterinaria, Universidad de Saskatoon, Canada), con un peso entre 200 y 320 g.

Durante una semana los animales se adaptaron a las condiciones del laboratorio. Las ratas se alojaron en cajas
plasticas de suficiente tamafio para permitir su libre movimiento y se mantuvieron con agua y comida ad
libitum, ademas se mantuvieron en un ciclo de 12 horas luz / oscuridad. La temperatura del local se mantuvo
controlada (20 £ 2 °C). La comida consistié en pienso estandar para ratas proveniente de la Unidad de Cuidado
Animal (Facultad de Veterinaria, Universidad de Saskatoon, Canada).

3.1.3.3.3 Procedimiento experimental.

3.1.3.3.3.1 Ensayo farmacocinético y de biodistribucion.

Administracion de la dosis:

Los animales fueron divididos en 8 grupos de acuerdo a los tiempos experimentales. Cada grupo estuvo
constituido por 4 ratas. Antes de la administracion del compuesto marcado, los animales fueron sometidos a un

ayuno de 16 horas con el objetivo de hacer lo mas uniforme posible las
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condiciones de vaciado estomacal. Posterior a la administracion, el ayuno se mantuvo durante 4 horas, con libre
acceso al agua.

Las ratas previamente pesadas recibieron una dosis oral tnica de *C-G1 en Miglyol® 810 N de 100 mg/Kg de
peso. El volumen de administracion fue de SmL/Kg de peso. La administracion oral se realizd con una aguja de
canulacién (16G, 3 in.) y los animales estaban en estado consciente.

Coleccion y andlisis de las muestras:

Las ratas fueron anestesiadas con una inyeccion intramuscular (ketamina / xilazina, SIGMA, USA) I00mg/Kg
de peso, de acuerdo al protocolo de anestesia por inyeccion intraperitoneal en roedores, establecido en el
laboratorio.

Se tomaron muestras de sangre por puncion cardiaca, a las 0.5, 1, 2, 3, 6, 12, 24 y 48 horas después de la
administracion oral. La sangre se colectd en 2 tubos heparinizados (Becton & Dickinson Vacutainer Systems,
UK) que fueron suavemente invertidos durante unos minutos para lograr una mezcla completa con el
anticoagulante. Posteriormente uno de los tubos se centrifugd (3000 rpm. 15 minutos, a 4°C, Hettich Rotanta/p,
Germany) para obtener el plasma sanguineo. Tanto las muestras de sangre como las de plasma se almacenaron
a -20°C hasta el momento de su analisis.

A los mismos intervalos de tiempo, se realizo una incision abdominal y se tomaron muestras de diferentes
tejidos y organos tales como: higado, rifion, corazon, pulmoén, cerebro, intestino delgado, intestino grueso,
bazo, estdmago, vejiga, piel de la region abdominal, tejido adiposo, nodos linfaticos y contenido estomacal ¢
intestinal. Todas las muestras anteriores fueron lavadas con solucion salina con el objetivo de eliminar
muestras de sangre, posteriormente se secaron, se pesaron los 6rganos integramente, asi como tres fracciones
por 6rgano de aproximadamente O.lg y se congelaron a -20°C hasta el momento de su procesamiento.

Se tomaron muestras cuantitativas de orina de las ratas del altimo grupo experimental (48 horas) a los
siguientes intervalos de tiempo 0-4, 4-8, 8-12, 12-24, 24-36 y 36-48 horas. Luego se almacenaron a -20°C para
evitar la oxidacion, evaporacion y posible degradacion bacteriana.

Las muestras de heces fecales se colectaron cuantitativamente a los animales del ultimo grupo experimental en
los intervalos de tiempo siguientes: 0-12, 12-24, 24-36 y 36-48 horas, luego se congelaron a -20°C hasta su

procesamiento para determinar la radioactividad total.
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