Andlisis de las muestras: w2 Nitrovinilfuranos

Procedimiento:

Los organos y tejidos fueron tratados de acuerdo a los procedimientos establecidos para la medicion por

centelleo liquido (Peng, 1977).

Las muestras de tejido y 6rganos se analizaron de la siguiente forma:

» Tres fracciones por cada tejido y drgano, de aproximadamente O.lg fueron pesadas y homogeneizadas.

*  Seadicioné 1 mL de solubilizador de tejido (Solvene 350, Packard Instrument Company, Meriden, CT),
para digerir las muestras.

*  Luego las muestras fueron colocadas en una estufa a 50°C durante toda la noche para completar su
solubilizacion.

*  Una vez retiradas las muestras de la estufa se adicionaron 180 uL de Per6xido de Hidrégeno (BDH. UK)
para decolorarlas.

*  Posteriormente se adicionaron 30 pL de acido acético glacial (ACS, BDH, UK) para acidificar las
muestras y se dejo reposar por 48 horas en un lugar oscuro.

Por ltimo se adicionaron 2.4 mL de liquido centelleante (Ready Valué™, Beckman, USA) y se mezcl6 en el

Vortex por 1 minuto. Luego las muestras se midieron en el Contador de Centelleo Liquido (TRI-CARB 2000

CA, Canberra Packard, Germany).

Las muestras de sangre se analizaron de forma similar al procedimiento seguido para érganos y tejidos, aunque

con algunas variaciones:

e 100 uL de sangre total se mezclaron con 1 mL de agua destilada para hemolizar los globulos rojos.

*  Seadicionaron 180 pL de peroxido de hidrogeno para decolorar las muestras. Luego fueron digeridas con
ImL de solubilizador de tejidos (Solvene 350).

»  Las muestras se colocaron en una estufa por una hora a 50°C para completar la digestion.

* Seadicionaron 30 uL de acido acético glacial para acidificar las muestras y se dejo reposar por 48 horas en
un lugar oscuro.

*  Por altimo se adicionaron 2.4 mL de liquido centelleante y se mezcld en el Vortex por 1 minuto. Luego las

muestras se contaron en el Analizador de Centelleo Liquido.
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Las muestras de orina fueron contadas como gel. El procedimiento de analisis fue el siguiente:
*  Se centrifugaron las muestras de orina radioactiva (1 mL) a 1000 rpm durante 10 minutos para remover
particulas de comida o cualquier tipo de material presente en las mismas.
e Luego se mezcld con 2 mL de liquido centelleante.
*  Se agitd vigorosamente en Vortex para asegurar una buena homogeneidad y posteriormente se contaron en

el Analizador de Centelleo Liquido.

A las muestras de plasma sanguineo (100 pL) se adicionaron 2.4 mL de liquido centelleante, se mezclo bien en
el Vortex y luego fueron contadas en el Analizador.

Las muestras de heces fecales (cantidad total colectada en cada intervalo de muestreo) se homogeneizaron bien
con metanol, luego la mezcla fue separada por centrifugacion (1000 rpm. 10 minutos) y colectada la fase
liquida. Esta operacion se realizd tres veces consecutivas. Posteriormente se tomo una alicuota de 1 mL (de las
tres fases liquidas extraidas) y se adicionaron 2 mL de liquido centelleante, se mezclo bien en Vortex durante 1
minuto y finalmente fueron analizadas en el Contador de Centelleo Liquido.

Todos los conteos de radioactividad fueron corregidos para disminuir la posible influencia de la “atenuacion”.
3.1.3.3.4 Analisis farmacocinético.

Los datos de concentracién plasmatica y sanguinea contra tiempo para el '*C-G1 administrado oralmente
fueron analizados utilizando el programa WinNonlin™ Professional 2.1 (1994). Tomando en consideracién las
limitaciones conocidas que presentan los estudios de radioactividad total para obtener informacion
farmacocinética, los parametros de aclaramiento (CL/F; donde F es la biodisponibilidad), la constante de
velocidad de eliminacién (A.,), el volumen aparente de distribucidon (Vz/F), el tiempo medio de eliminacidon
(ti/2) y el tiempo medio de residencia (MRT) fueron estimados por un analisis no compartimetal (Gibaldi y
Perrier, 1982). También se estimaron el area bajo la curva concentracion - tiempo (AUC0-48hX a través de la

regla trapezoidal log-lineal y el area bajo la curva con extrapolacion de la fase terminal (AUC..)
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3.1.3.3.4.1 Calculo de los parametros caracteristicos.
Constante de velocidad de eliminacion, 7. Determinado por la pendiente del ajuste lineal de la fase de
eliminacion.
Tiempo de vida media de eliminacion. Determinado por:
_0.693
"y = / :
Concentracion maxima, C,.x. Determinado a través del ajuste de la curva C vs. T.
Tiempo en alcanzar la concentracion maxima, t,s. Determinado a través del ajuste de la curva de C vs. T.
Area bajo la curva, AUC. Determinado por el método de los trapecios, a partir de la funcion Concentracion vs.
Tiempo.
Area bajo la curva del primer momento, AUMC. Determinado por el método de los trapecios, a partir de la
funcion Tiempo x Concentracion vs. Tiempo.
Volumen aparente de distribucion. Determinado por:
Vz Dosis

- para F< 1 (24)
F A,*AUC,_,

Aclaramiento total. Determinado por:

Clt Dosis y -

—_—= para F< | (25)
€ AUCkE

Tiempo medio de residencia. Determinado por:

AUMC
MRT, =2
AUC,

(26)
3.1.3.3.5 Tratamiento estadistico.

Los valores de concentracion plasmatica y los valores de los pardmetros farmacocinéticos fueron expresados
con su valor promedio y su desviacion estandar (FDA, 1977a).

3.1.3.3.6 Analisis de biodistribucién.

Los resultados obtenidos son incorporados al calculo del coeficiente de distribucion (CD) a través de la
siguiente relacion:

cD dpm / g(tejido) 27)

dpm/ mlL(sangre)
donde, dpm:. desintegraciones por minuto.
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3.2 Resultados y Discusion.

3.2.1 Prediccion tedérica y corroboracion experimental de propiedades fisico-quimicas de 2-
nitrovinilfuranos.

Las estructuras moleculares de los 30 derivados 2-nitrovinilfuranicos utilizados en el estudio de prediccion
de las propiedades fisico-quimicas, asi como los nombres y datos experimentales de los 31 farmacos
utilizados para predecir la constante de disociacion (pKa) de los 2- nitrovinilfuranos se aprecian en los
Anexos 8 y 9, respectivamente.

Los coeficientes de particion experimentales (Log Poy74 a 37°C) para los cuatro derivados 2-
nitrovinilfuranicos analizados en este trabajo, se muestran en la Tabla 5 (primera columna de datos).

Table 5. Coeficiente de particion experimental y tedrico (obtenido por la aplicacion de la metodologia
topoldgica-subestructural TOPS-MODE), a dos niveles de temperatura (25 y 37°C), en agua y buffer Ringer
Krebs (pH = 7.4), y constante de disociacion predicha y determinada experimentalmente para los derivados

2-nitrovinilfuranicos. Los valores son expresados como la media + DE de seis experimentos.

Compuesto™’ Log Pocct—7.4 LOg Pocia pKa LOg Poct-74 LOg Poct74
€xp- caled.? caled® Caled" (25°C) caled.? (37°C)

TGP 2.49 £0.08 2.86 6.35 2.82 2.45

UC-245" 2.37+0.10 2.77 6.35 2.73 2.40

Go° 1.56 £0.02 1.79 7.73 1.29 1.55

UC-244" 1.92 +0.04 2.12 7.09 1.94 1.93

MBr-A* 2.45 6.99 2.31 2.15

MBr-C* 2.20 7.09 2.03 1.98

NI* 2.69 6.34 2.65 2.35

*Compuestos marcados con asteriscos fueron usados como un conjunto de prediccion externo. "Compuestos utilizados en el
estudio experimental. Coeficiente de particién determinado experimentalmente. “Calculados por la Ec. (28). “Valores de pKa
predichos por la Ec. (30). 'Calculados por la Ec. (29). ®Calculados por la Ec. (31). Gl: 2-bromo-5- (2-bromo-2-nitro-vinil)-furano;
GO: 2-(2-nitro-vinil)-furano; UC-245: 2-bromo-5-(2-metil-2-nitro-vinil)-furano; UC- 244 el 2-(2-metil-2-nitro-vinil)-furano (UC-
244); MBr-A: 2-bromo-5-(2-nitro-vinil)-furano; MBr-C: 2-(2-bromo-2- nitro-vinil)-furano.

Los valores experimentales obtenidos estan en correspondencia con la alta lipofilidad mostrada por estos
compuestos.
Los resultados del coeficiente de particion experimentales estan relacionados con las caracteristicas del

sustituyente. Las moléculas con bromo en la posicion R; y R; del esqueleto 2- nitrovinilfuranico, presentan

los mayores coeficientes de particion. Por el contrario, cuando el
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atomo de hidrogeno esta en esta posicion, el coeficiente de particion es menor. Obviamente, el tamafio y la
lipofilidad del sustituyeme juegan un rol importante en los resultados finales.

Para la obtencidon de un modelo tedrico del coeficiente de particion, se utilizd una data experimental de 30
derivados 2-nitrovinilfuranicos, segiin se muestra en el Anexo 8.

El mejor modelo teodrico obtenido para el coeficiente de particion n-octanol / agua (Log Po.) se refleja a

continuacion:
Log Poca = -0.29+0.22110+0.13pi+0.08m-7.32-10"*pid+1-64-10"*'ni5 -0.85 HB1 (28)
N =30 R =0.975 S =0.154 Scv =0.218 Fexp = 72.710

donde, N es el nimero de compuestos utilizados, R es el coeficiente de regresion, S es la desviacion estandar
de la regresion, Scv es la desviacion estandar de la validacion cruzada y F.y, es la razon de Fisher experimental,
la cual demuestra que la regresion es significativa para un 95% de confianza.

El modelo anterior muestra que el coeficiente de particion de los derivados 2-nitrovinilfuranicos
/

es dependiente de la capacidad de las moléculas para formar puentes de hidrogeno con el solvente (HB1),
disminuyendo el Log Py

Los Log P.y.. experimentales y calculados, a través del modelo tedrico a 25°C, de los 30 derivados 2-
nitrovinilfuranicos aparecen en el Anexo 8. También, a través del mismo modelo, fueron predichos los
coeficientes de particion de los derivados 2-nitrovinilfuranicos utilizados en el estudio experimental y cuyos
resultados aparecen tabulados en la Tabla 5 (segunda columna de datos).

Los parametros estadisticos del modelo sugieren una alta calidad. El coeficiente de correlacion fue alto (sobre
0.97), la desviacion estandar fue baja (0.15) y los valores residuales estuvieron por debajo de 0.24. También, la
baja desviacion estandar del procedimiento de validacion cruzada (0.218) evidencié el buen poder predictivo
del modelo encontrado.

La ecuacion 28 fue obtenida para describir el coeficiente de particion n-octanol / agua a 25°C, pero esta no es
posible utilizarla para comparar estos resultados con los medidos experimentalmente en medio buffer (pH=7.4)
a 37°C. Por esta razon se aplico la siguiente ecuacion (Palm y col., 1996):

L0g Poci7.4= LOg Pocya - Log (1+10PK279) (29)
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donde, el resultado final sera el coeficiente de particion n-octanol / buffer (pH=7.4) a 25°C. Como se puede
observar de la ecuacion 29, el Log P,u.74 depende del valor del pKa. Para solucionar este problema se
desarrolld un modelo tedrico para esta propiedad fisico-quimica.
El mejor modelo tedrico obtenido para los valores del pKa de los 31 farmacos utilizados en el estudio, aparece
a continuacion:
pKa =11.55 - 1.88po + 0.62p, - 0.23p13 + 0.03p4 - 2.46-10%w, + 0.80 HB1 (30)

N =31 R=10.984 S =0.570 Scv = 0.660 F exp= 123.490
Los pKa calculados y experimentales de los compuestos analizados aparecen en el Anexo 9.
Los valores de pKa predichos por la ecuacion 30, para los nuevos derivados 2-nitrovinilfuranicos determinados
experimentalmente, se muestran en la Tabla 5 (tercera columna de datos).
El modelo de pKa encontrado es dependiente de la capacidad de la molécula para formar puentes de hidrogeno
con el solvente (HB1), incrementando el valor del pKa. Estos resultados son 16gicos ya que la transferencia de
un proton entre la molécula acidica y la molécula del solvente, comienza con la formacion de un puente de
hidrégeno.
El alto coeficiente de correlacion (R = 0.984) y la adecuada desviacidon estandar del modelo, mostré una
calidad aceptable para el objetivo final propuesto. Las mayores desviaciones de los valores experimentales son
observadas para la Ampicillina y Albuterol, para los cuales los residuos son -1.23 y 1.10, respectivamente.
Ambos compuestos tienen reportados dos valores de pKa por lo que tienen varios grupos con capacidad para
donar o aceptar un proton.
Por sustitucion de los valores de pK.a en la ecuacion 29, se obtienen los Log Po..74a 25°C para los farmacos en
estudio. Estos resultados se muestran en la Tabla 5 (cuarta columna de datos).
Los Log P74 determinados experimentalmente a 37°C se correlacionaron con los valores del coeficiente de
particion, obtenidos por la ecuacion 29 por un método de regresion lineal, ya que los resultados obtenidos para
esta propiedad fisico-quimica fueron a 25°C. Finalmente, la ecuacion obtenida fue la siguiente:
Log Pot7.4(37°C) =0.591 « Log Poer.7.4(25°C) +0.787 (31)
N=4 R =10.998 S =0.036 Fexp( 1,2) = 429.060

El coeficiente de particion predicho por esta ecuacion, se muestra en la Tabla 5 (quinta columna de datos).
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La alta correlacion obtenida entre el coeficiente de particion obtenido por la ecuacion 29 y los valores
experimentales a 37 °C para esta propiedad fisico-quimica (R = 0.998), unido a la baja desviacidon estandar,
prueban la calidad de ambas aproximaciones teéricas desarrolladas y permiten estimar los parametros fisico-
quimicos para los 3 derivados 2-nitrovinilfuranicos no analizados en el presente trabajo. Los valores se
muestran en la Tabla 5.

El intercepto de la ecuacidon de correlacion (0.787) podria incluir los errores sistematicos en la medicion del
Log P74 El valor de 0.591 muestra que el coeficiente de particion disminuye mas de la mitad cuando la
temperatura cambia de 25 °C a 37 °C. Como el Log P es una magnitud termodinamica, este resultado puede
ser explicado a través de la ecuacion transformada de Gibbs- Helmholtz. Por esta razon, la siguiente relacion

puede expresar la variacion de este coeficiente con la temperatura (Guerasimov y col., 1971):

70 I“,n ‘
LogP =-— i — 4 X (32)
2.303RT 2.303R

donde, AH°® es el cambio de entalpia bajo condiciones estandar, 4S° es el cambio de entropia bajo condiciones
estandar, R es la constante de los gases y Tes la temperatura.

La relacion entre las contribuciones de diferentes grupos y las propiedades fisico-quimicas con las constantes
de Hammet y Hansch (describen los efectos electronicos y lipofilicos de los sustituyentes respectivamente), se
determinaron a través de un Analisis de Factores. El total de grupos estudiados y sus contribuciones a la
propiedad, se muestran en la Tabla 6.

Las mayores contribuciones en ambas posiciones, al coeficiente de particion, correspondieron NH,, OH,
C(CHj;);, CoHs y CH(CHj3),. En el caso del pKa, los grupos que afectaron en mayor extension a la propiedad
fueron N(CHj3),, C(CHjs);, CoHs, C,Hs y CH(CHjs),.

La contribucién estimada de los grupos hidrofilicos (NH, y OH) es negativa para el coeficiente de particion y
positiva para el pKa. Esto pudiera ser explicado tomando en consideracion que la interaccion por los puentes
de hidrogeno de estos grupos, incrementa la afinidad por el agua de las moléculas y sus aniones. Este resultado
es comprobado por el hecho de que la metilacion total de estos grupos, cambia el signo de la contribucion,

debido a que ya no ocurre la interaccion con el puente de hidrogeno.
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Tabla 6. Contribuciones de grupo a las propiedades fisico-quimicas (coeficiente de particion y constante de

disociacion) en las posiciones 5 del anillo furdnico y p del doble enlace exociclico en el esqueleto 2-

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

Grupo Log Pon’  Log Pu” pKa" pKa" O Oy n’
N(CHs) 0.547 0.508 -2.098 -1.928 0.1 -0.63 -0.18
NH; -2.119 -2.152 1.125 1.290 -0.09 -0.57 -1.23
OH -1.175 -1.217 0.539 0.470 0.13 -0.38 -0.67
OCH; 0.197 0.150 -1.307 -1.349 0.1 -0.28 -0.02
C(CHz)s 1.443 1.642 -2.986 -1.769 -0.09 -0.15 1.68
C:Hs 0.855 0.812 -2.110 -1.97 -0.07 -0.15 1
CHs 0.487 0.448 -1.280 -1.145 -0.07 -0.14 0.5
CeHs 2.939 2.903 -1.645 -1.622 0.06 -0.01 2.13
F 0.680 0.626 -0.642 -0.943 0.34 0.15 0.13
C 0.691 0.577 -0.589 -1.025 037 0.24 0.76
Br 0.673 0.619 -0.625 -0.955 0.37 0.26 0.94
I 0.628 0.577 -0.731 -1.025 0.34 0.28 1.15
COOCH; 0.165 0.185 -1.062 -1.332 0.35 0.44 -0.01
COCH; 0.644 0.651 -0.869 -1.149 0.36 047 -0.55
CN -0.309 -0.213 0319 -0.254 0.62 0.7 -0.57
CH(CHs) 1.322 1.279 -2.528 -2.396 -0.07 -0.15 1.3
NOy -0.435 -0.380 -0.010 -0.654 271 0.81 -0.28

*Contribuciones de grupo en la posicién 5 del anillo furdnico. *Contribuciones de grupo en la posicién  del doble
enlace exociclico. “Constante de Hammet tomada de March, J., 1985.Advanced Organic Chemistry, 3rd Ed.,Wiley &
Sons, N.Y. “Constantes de Hanch tomada de Roelof, F.R. and Raimund, M., 1992. Calculation of drug lipophilicity.
The hydrophobic fragmental constant approach. VCH, New York.
Los grupos hidrofobicos reducen su contribucion calculada al coeficiente de particion, en ambas posiciones, en
la siguiente secuencia C¢Hy > C(CH;); > CH(CH3;), > C,Hs > CHj. Esto pudiera ser explicado debido a que
cuando disminuye el “tamafio’ del sustituyeme es menor la posibilidad de interacciones hidrofobicas con la
cadena carbonada del n-octanol.
Como se puede observar en la Tabla 7, el Analisis de Factores mostré que dos autovalores explicaron mas del
90% de la varianza. Las contribuciones de grupo, en ambas posiciones del esqueleto 2-nitrovinilfuranico
estudiado, tanto al coeficiente de particion como al pKa, estan muy relacionadas con la constante de Hansch.
La constante de Hansch y las contribuciones de grupo al coeficiente de particion, estan fuertemente conectadas
por el factor 1. Este factor determina una relacion directamente proporcional, con un 97.4% y 97.3% de la
varianza explicada, para la contribucion al coeficiente de particion en la posicion 5 del anillo furanico y en la

posicion 3 del doble enlace exociclico, y un 81.9% para la constante de Hansch. Esto es un resultado légico

debido a que un incremento en
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la constante de Hansch del sustituyeme determina un incremento en la contribucion a esta propiedad.
Tabla 7. Resultado del Analisis de Factores entre las contribuciones de grupo a las propiedades fisico-
quimicas (coeficiente de particidon y constante de disociacion), en las posiciones 5 del anillo furanico y p del

doble enlace exociclico con las constantes de Hammet y Hansch. El método de rotacion fue Varimax

normalizado.
Variable Analisis de Factores (Varimax normalized)
Factor 1 Factor 2

Log P* 0.974 0.125
Pka” -0.941 0.159
Log P® 0.973 0.146
Pka" -0.941 -0.089
Om -0.105 0.982
op 0.135 0.970
T 0.819 -0.118
Expl. Var. 4.366 1.990
Prp. Totl 0.624 0.284

*Contribucion de grupo a la propiedad fisico-quimica en la posicién 5 del anillo furanico.
"Contribucion de grupo a la propiedad fisico-quimica en la posicién B del doble enlace exociclico.

En el caso de la contribucion de grupo al pKa, en ambas posiciones, se encontrd una fuerte relacion negativa
entre éstas y la constante de Hansch a través del factor 1, mientras que no hubo relacidon con la constante de
Hammet. La varianza de la constante de Hammet se explicé en un 98.2% y 97.2% por el factor 2. Sin
embargo, se observo una relacion negativa entre la constante de Hansch y las contribuciones de grupo al
pKa. Esto pudiera ser explicado por el hecho de que a mayor valor de la constante de Hanch menor es la
estabilidad del anion en la capa acuosa.

La no influencia de efectos electronicos a través de la cadena (constante de Hammet) en el pKa de los
derivados 2-nitrovinilfuranicos estudiados, pudiera explicarse por la no conjugacion del Csp2- H del enlace
exociclico con el orbital p ortogonal de la molécula.

3.2.2 Prediccion teorica de propiedades de absorcion de 2-nitrovinilfuranos.

Los estudios farmacocinéticos y especialmente de absorcion de 2-nitrovinilfuranos han sido limitados, por lo
que se carecen de datos experimentales que puedan ser utilizados en la obtencién de modelos teéricos para
estas propiedades. Debido a esta situacion, se utilizd un amplio y variado conjunto de datos experimentales
de valores de absorcion intestinal en humanos (AIH). El mejor modelo de clasificacion obtenido para la

serie de entrenamiento, para los farmacos con
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baja absorcion intestinal (AIH;), se muestra a continuacién junto con los parametros estadisticos del analisis

discriminante.
AIHB = -10.681 +0.096- p;.pa - 0.0006 * popipa (33)
N =289 A =0.479 D*=6.59 Fep (2, 86) =46.76

donde, X es el estadistico de Wilks, D es el cuadrado de la distancia de Mahalanobis y Fexp €s la razén de Fisher.
Los parametros estadisticos muestran que la ecuacion anterior fue apropiada para discriminar entre compuestos
con pobre absorcion intestinal de aquellos con moderada-alta. Como se puede apreciar, dentro de las variables del
modelo aparecen los momentos espectrales totales ponderados con el area superficial polar. En este caso, el
momento espectral p, (relativo al nimero de 4&tomos en la molécula sin considerar los atomos de hidrégeno), u;
(relativo al area superficial polar de la molécula-PSA) y sus interacciones (uou1) juegan un rol importante en la
funcion de clasificacion.

En el Anexo 10 se muestran los resultados obtenidos en la clasificacién de los compuestos de la serie de
entrenamiento.

El modelo clasifico correctamente el 97.18 % de los farmacos de la serie de entrenamiento con valores altos y
moderados de AIH y el 83.33 % de los compuestos con pobre AIH. para una clasificacion global de 94.38 %. El
porcentaje de falsos positivos y falsos negativos en la serie de entrenamiento fue de 3.4 % (3/89) y 1.2 % (2/89),
respectivamente, segun se muestra en el Anexo 10. Los falsos positivos son aquellos compuestos con pobre ATH
que son clasificados como de moderada-alta, y los falsos negativos son aquellos compuestos con alta-moderada
AIH que el modelo los clasifica como de pobre AIH. Desde un punto de vista practico, en el desarrollo de los
modelos de clasificacion se considera mas importante la prediccion de falsos negativos ya que estos son
compuestos que seran rechazados por su pobre absorcion predicha y por lo tanto, ellos nunca seran evaluados
experimentalmente, y su verdadera absorcién no seria descubierta. Por el contrario, los compuestos falsos
positivos seran detectados en algin momento.

El criterio mas importante para evaluar la calidad de un modelo discriminante se basa en los estadisticos de la
serie de prediccion externa. La ecuacion 33 clasifica correctamente el 100 % y el 83.33 % de los compuestos con
alta-moderada y con pobre AIH, respectivamente, para una clasificacion global de un 94.44 %. No hay falsos
negativos y el porcentaje de falsos positivos es de un 5.5 % (1/18). En el Anexo 10 se muestra la clasificacion de

los compuestos en la serie de
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prediccion externa. Solamente 5 compuestos fueron mal clasificados con la ecuacion 33, donde uno de ellos
es la Cefalexina la cual presenta un mecanismo de transporte activo (Clark, 1999).
Los dos descriptores de la ecuacion 33 contienen diferente informacion, uno de ellos (u;.pa) acerca del area
superficial polar y el otro (ioli.pa), refleja la interaccion entre el area superficial polar y el nimero de atomos
de las moléculas, sin considerar los atomos de hidrogeno, p..pa - Este Gltimo descriptor tiene una informacion
parcial acerca del tamafio de las moléculas. El momento espectral correspondiente al area superficial polar
tiene una contribucion positiva al valor de AIH, el cual esta en correspondencia con la influencia reportada
de la capacidad de formacion de puentes de hidrégeno sobre esta propiedad biofarmacéutica (Palm y col.,
1996; Clark, 1999; Stenberg y col., 2000; Palm y col., 1997). Sin embargo, en nuestro caso, contrario a los
estudios publicados, la relacion entre el PSA y la AIH es lineal (Palm y col., 1996; Clark, 1999; Palm y col.,
1997; Testa y col., 1996). Clark (1999) desarroll6é una metodologia basada en el calculo del PSA y obtuvo un
método de clasificacion adecuado, a través de una relacion sigmoidal, principalmente para farmacos
pobremente absorbidos. En este estudio Clark establecié un criterio de clasificacion que es el siguiente:
cuando el farmaco tenia un valor de PSA menor que 61 A tenia buenas propiedades de absorcion y cuando el
PSA era mayor de 140 A los compuestos tenian una baja absorcion. Sin embargo, hay varias razones que
reducen el poder predictivo de esta aproximacion, tales como: de 36 compuestos con valores de AIH >90 %
(sin incluir compuestos con transporte activo) solamente el 36.1 % tuvo un PSA < 61 A. También, si los
valores del PSA del Loracarbef (117.9), Cefalexina (115.5), Cloranfenicol (118.3), Fenoximetilpenicilina
(107.6) y Enalaprilato (115.1) son analizados, podemos apreciar que son practicamente los mismos, mientras
que los valores de AIH estan entre 100 y 0 %. Los resultados antes mencionados sugieren y reafirman que es
necesario considerar otros factores ademas del PSA.
Como se observa en la ecuacion 33, la segunda variable se caracterizd por la interaccion entre el nimero de
atomos de las moléculas y el area superficial polar. Su contribucion al valor de AIH fue negativa. Este
resultado coincide con la influencia que el tamafio molecular tiene sobre la permeabilidad intestinal (Oprea y
Gottfries, 1999). También es conocido que la lipofilidad y la capacidad de formacion de puentes de
hidrogeno, son dos importantes factores fisico-quimicos relacionados con la absorcidon pasiva (Conradi y

col., 1996); mientras que el valor del PSA explica
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preferentemente la capacidad de formacion de puentes de hidrogeno y no se relaciona de forma simple
con la lipofilidad. el nimero de atomos de la molécula si esta directamente relacionado con el tamaiio
molecular y consecuentemente con la lipofilidad (Egan y col., 2000). Si embargo, como en este estudio el
niamero de atomos fue considerado sin incluir los de hidrdégeno, solamente una informacion parcial del
tamafio molecular fue considerada, evitando asi un posible efecto redundante de este descriptor, como es
sefialado por Egan y col. (2000).

En este punto seria 1dgico preguntarse ;son los valores de PSA o sus interacciones, apropiados para
diferenciar compuestos con alta absorcion intestinal (> 90 %) de otros con moderada-baja absorcion (<
90 %), de la misma manera en que estos descriptores son capaces de clasificar los farmacos con pobre
AIH?. Para poder responder esto, se desarrolld un segundo analisis discriminante, donde el criterio de
seleccion fue: farmacos con altos valores de AIH (>90 %) y moderado-bajos (< 90 %). Ademas, la
aplicacion de este modelo después del primero, nos ayudaria a obtener una metodologia de clasificacion
mas completa ya que los compuestos clasificados como de alta-moderada absorcion por el primer modelo
(Ecuacion 33), podrian ser diferenciados.

El mejor modelo de clasificacion obtenido en la serie de entrenamiento (para farmacos con alta AIH,) se

da a continuacion:

\“‘l\ — “‘\62“) - 1] .308‘}1[.” . “.125‘}[1.[5\ + 0.041] "Hi-AM — U.U”I‘].l:_.\_\; T U.("S:\‘-'.I.l._.},l].g-:
0.003-pgptspa — 0.01 1 popo-pa (34)
N =89 A =0.640 D’ =2.20 Fexp (7, 81) =6.50

En este modelo se puede ver la influencia de otros tactores, en la clasificacion de los compuestos, tales como:

hidrofobicidad, area de la superficie polar y masa atémica.

En el Anexo 10, también se aprecian los resultados obtenidos con el segundo modelo de clasificacion
para los compuestos de la serie de entrenamiento. EI modelo clasifica correctamente el 79.55 % de los
farmacos con altos valores de AIH y el 80 % de los compuestos con moderada- baja AIH, para una
clasificacion total de 79.78 %; mientras que la exactitud general obtenida (cuando son excluidos los
compuestos no clasificados) es del 83.53 % (71/85). Los porcentajes de compuestos falsos positivos y
negativos en la serie de entrenamiento fue de un 10.1 % (9/89) para cada grupo.

La ecuacion 34 clasifica correctamente el 83.33 % y 72.73 % de los compuesto con alta AIH y

moderada-baja AIH para la serie de prediccion externa. La clasificacion global fue 77.78 %, lo
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cual evidencia la adecuada predictibilidad de la funcion discriminante. El porcentaje de falsos negativos y
positivos fue de un 5.5 % (1/18) y 16.7 % (3/18), respectivamente.
De los compuestos mal clasificados podemos mencionar la Cefalexina, la cual también fue mal clasificada
con el primer modelo, corroborando el proceso de transporte activo. También el Prazocin y el Terazozin, con
excelentes propiedades de absorcion, fueron mal clasificados coincidiendo con lo reportado por Oprea y col.
(1999); aunque para el primero ha sido reportado una alta variabilidad que podria afectar los resultados de
prediccion final, ya que otros autores han reportado un valor de AIH de 68 % (Benet y col., 1996).
En el segundo modelo discriminante (ecuacion 34), junto con las variables del primero, aparecen algunos
descriptores relacionados con el coeficiente de particion (ui.y); el peso molecular, sin considerar los atomos
de hidrogeno (Ui.am Y M2-au); Y Sus interacciones con el nimero de atomos de la molécula (u,). En la ecuacion
34, las variables [t;.pa Y Mo Mipa tienen una contribucion contraria a los valores de AIH, si se comparan con
las obtenidas por la ecuacion 33. Estos resultados son logicos ya que la segunda funcion discriminante fue
para diferenciar entre compuestos con altos valores de AIH de los de moderado-bajo, contrariamente al
primer modelo. Si analizamos la ecuaciéon 34, cuando el valor de PSA (uipa) se incrementa hay una
tendencia a disminuir la absorciéon de compuestos; lo mismo ocurre con el descriptor (u;.x ) que esta
relacionado con el coeficiente de particion. Por otro lado, el peso molecular ((Li.am Y M2-am) tiene una
contribucidn positiva. Sin embargo, podemos considerar el peso molecular como un simple descriptor que
brinda informacion relacionada tanto con el valor del PSA como con el coeficiente de particion de las
moléculas.
Una segunda validacién de la calidad de ambos modelos discriminantes, se llevdo a cabo sobre 174
compuestos con valores de biodisponibilidad (F) reportados (Benet y col., 1996; Bertz y Granneman, 1997) y
cuyos resultados se muestran en el Anexo 11. De estos compuestos, se seleccionaron aquellos con valores de
F mayor de un 30 %, ya que los valores de AIH serian también igual o mayores que el 30 %. Con estas
condiciones de seleccion, ambas funciones de clasificacion pueden ser validadas; la ecuacion 33 solamente
detectaria los farmacos con valores de AIH moderados-altos y los compuestos falsos negativos, mientras la

ecuacion 34 diferenciaria éstos de aquellos con valores bajos de AIH.
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La ecuacion 33 (modelo para farmacos con pobre AIH) clasifica correctamente el 85.06 % de los farmacos
con moderada-alta AIH, mientras que cuando se consideraron los compuestos no clasificados, la exactitud
general del modelo fue del 86.05 %. El porcentaje de compuestos falsos negativos en el conjunto de datos
fue de un 14.9 % (26/174). Sin embargo, dentro de los compuestos mal clasificados se encuentran 14
farmacos con un mecanismo de transporte activo (ver Anexo 11 en negritas). Si estos compuestos son
rechazados del conjunto de datos (considerando que el modelo predictivo fue obtenido de esta forma), el
porcentaje de buena clasificacion es de un 93.10 % y la exactitud general, de un 94.19 %.
Para validar la ecuacion 34 (modelo de alta AIH) se consideraron 89 compuestos con valores de F mayores
al 80 %, del conjunto total de 174 compuestos. El porcentaje de buena clasificacion fue del 69.66 % (62/89)
y la exactitud, de 73.8 % (62/84). De los compuestos mal clasificados 9 son eliminados por presentar
transporte activo (ver Anexo 11), por lo que el porcentaje de buena clasificacion del modelo fue de un 79.77
% y la exactitud general, de un 84.52 %.
La mala clasificacion de 14 compuestos con transporte activo (Cefadroxilo, Minociclina, Cefamandol.
Cefradina, Cefazolina, Digitoxina, Doxiciclina, Cefprozil, Cefmetazol, Digoxina, Ampicilina, Cefpodoxima
proxetil, Cefaclor y Cefixima) por la ecuacion 33 y los primeros 9 por la ecuacion 34 (Benet y col., 1996;
Egan y col., 2000; Snyder y col., 1997; Tsuji y Tamai, 1996; Tsuji, 1987; Meshali y Attia, 1978), sugieren
que estos farmacos no pueden ser predichos con los descriptores utilizados en este estudio. Otros farmacos
pertenecientes a la familia de los macrolidos, tales como: Eritromicina, Claritromicina, Azitromicina y
Rifampicina, fueron mal clasificados. Aunque todos estos compuestos tienen una apropiada absorcion
intestinal, sus valores de PSA y peso molecular (> 500) fueron similares a los de aquellos farmacos con
pobre absorcion intestinal, por lo que podria pensarse que estos compuestos pueden ser activamente
transportados, como sefialan Egan y col. (2000) en el caso de la Rifampicina. También estos compuestos con
grandes estructuras ciclicas fueron considerados excepciones en el estudio predictivo desarrollado por
Sakaeda y col. (2001).
Los resultados obtenidos por la aplicacion combinada de los dos modelos discriminantes evidencian, que
cuando son considerados procesos de absorcion pasiva, no solamente los valores de PSA son predictores

eficaces de la AIH, sino que el peso molecular y el coeficiente de particion también deben ser considerados.
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El aporte mas importante de la aproximacion TOPS-MODE al disefio molecular, es la posibilidad de obtener
contribuciones cuantitativas, a la propiedad estudiada, de cualquier tipo de subestructura. Varios métodos
silico” para la prediccion de la absorcion intestinal, han sido desarrollados (Clark, 1999; Wessel y col., 1998;
Palm y col., 1997; Kansy y col., 1998; Oprea y Gottfries, 1999), pero con ninguno de ellos se han evaluado la
influencia de fragmentos estructurales sobre las propiedades de absorcion. A través de la presente
aproximacion fueron generados un numero de fragmentos estructurales de interés y se determinaron sus
contribuciones negativas o positivas al valor de AIH.

En la Figura 2, se muestran las estructuras de los 56 fragmentos seleccionados y sus contribuciones a la ATH.
La contribucion de estos fragmentos se determind por la ecuacion 34, debido a que este modelo predictivo

fue desarrollado para discriminar compuesto con alta AIH de aquellos con valores moderado-bajos de AIH.
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Figura 2. Estructuras y contribuciones de los fragmentos seleccionados a los valores de AIH.
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En el disefio de nuevas moléculas, la inclusion o no de fragmentos teniendo una contribucion negativa, debe
ser evaluada cuidadosamente. A veces, la introduccion de un fragmento especifico disminuye una propiedad
biofarmacéutica y éste debe ser eliminado de las estructuras de los nuevos compuestos; en otros casos este
fragmento podria tener una alta contribucion a la propiedad biofarmacéutica, pero su contribucion a una
actividad bioldgica especifica es negativa. Tomando en consideracion los aspectos antes mencionados, un
balance en la seleccion de un apropiado fragmento, considerando la relacion cinética-dinamica, debe ser
alcanzado durante el disefio de nuevas entidades moleculares. Algunos ejemplos de la importancia de la
contribucidn de fragmentos sobre la propiedad estudiada seran discutidos a continuacion.

El Aztreonan, un compuesto P-lactamico monociclico no utilizado en la serie de entrenamiento, tiene una

biodisponibilidad oral menor al 1% (Benet y col., 1996).
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Figura 3. Estructura quimica del Aztreonan

En la Figura 3 pueden ser identificados algunos fragmentos como son: F6, F7, F8, F42 y F46 que tienen una
contribucidn negativa al valor de AIH (ver Figura 2). Aunque es evidente que solamente estos fragmentos no
son los responsables del bajo valor de AIH, ya que el efecto global es la suma de las contribuciones de todos
los fragmentos; sus contribuciones especificas tienen una alta influencia en el efecto negativo. Este resultado
podria sugerir que la baja biodisponibilidad del farmaco se debe a una muy pobre absorcion intestinal. Otro
hecho que confirma este resultado puede ser visto a través del fragmento 46, perteneciente al grupo
sulfonamida, debido a que el mismo tiene un efecto significativamente alto en la reduccion de la
biodisponibilidad oral por reacciones metabolicas de N-acetilacion y N-acetiltransferasa (Yoshida y Topliss,
2000).También analizamos el caso de tres 6-fluoroquinolonas utilizadas en este estudio (Ciprofloxacina,
Norfloxacina y Trovafloxacina), cuyos valores de AIH y actividades contra Streptococcus pnuemoniae

(Turnidge, 1999) se muestran en la Figura 4.
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Como se puede apreciar en la Figura 4, todos los compuestos tienen una base estructural similar y por esta
razon centraremos nuestra discusion solamente en el efecto de diferentes sustituyentes sobre las propiedades
biofarmacéuticas y farmacoloégicas. La minima concentracion inhibitoria (MICgy) disminuye de la
Norfloxacina a la Trovafloxacina, indicando un incremento de la actividad farmacologica, y en la misma

direccion, el valor de AIH se incrementa.
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“Valores de AIH tomados del Wessel y col. (1998). "Minima concentracion inhibitoria contra Streptococcus

pneumoniae.

Figura 4. Estructura quimica de tres compuestos 6-fluoroquinolonicos y sus valores de AIH y MCly,.

Estos resultados estan relacionados con la contribucion de diferentes fragmentos por ejemplo: los fragmentos
36 y 50 de la Norfloxacina tienen una contribucién positiva sobre el valor de AIH (+ 1.81 y +1.45,
respectivamente), en el caso de la Ciprofloxacina hay un ligero incremento positivo cuando el fragmento 50
es cambiado por el 49 (+1.81 y +1.74), y para la Trovafloxacina hay varios fragmentos tales como el 52, 53,
56, 51, 12 y 27 (+1.54, +1.89, +1.46, +2.20, +0.86 y + 1.19) cuyas contribuciones incrementan el valor de
AIH (ver Figura 5). Aparentemente, hay una relacion entre los fragmentos analizados para los valores de
AIH y para las actividades biologicas. Finalmente, con los dos modelos discriminantes obtenidos se predijo
el rango de AIH para una seric de compuestos de la familia de los 2-nitrovinilfuranos con marcadas
propiedades biologicas. Los resultados alcanzados se muestran en la Tabla 8.

Como puede ser visto, la aproximacion TOPS-MODE no solamente permite la correcta clasificacion de un
amplio conjunto experimental de acuerdo al valor de la AIH, sino que también facilita la determinacion de

subestructuras que son importantes en el desarrollo de esta propiedad biofarmacéutica.
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Tabla 8. Valores de la absorcion intestinal en humanos (AIH), determinados tedricamente a partir de dos
modelos de clasificacion, para nuevos compuestos pertenecientes a la familia de los 2- nitrovinilfuranos.

Aplicacion de la metodologia topologica-subestructural TOPS-MODE.

Compuesto Modelo de baja AIH" Modelo de alta ATH" Rango final de AIH
Gl A-M A A
GO A-M A A
UC-244 A-M M-B M
UC-245 A-M M-B M
MBr-A A-M M-B M
MBr-C A-M A A

Gl: 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitro-vinil)-ftirano; GO: 2-(2-nitro-vinil)-furano; UC-245: 2-bromo-5-(2-metil-2-nitro- vinil)-
furano; UC-244 el 2-(2-metil-2-nitro-vinil)-furano (UC-244); MBr-A: 2-bromo-5-(2-nitro-vinil)-furano; MBr- C: 2-(2-bromo-2-
nitro-vinil)-furano. *Modelo teérico de prediccion de AIHg, a través de la ecuacion (33); "Modelo teérico de prediccion de

AlIH,, a través de la ecuacion (34); A-M: absorcion moderada-alta; M-B: absorcion moderada-baja; A: Alta absorcion y M:
Moderada absorcion.

3.2.3 Corroboracion experimental de las propiedades de absorciéon del Gl.

3.2.3.1 Estudio “in vitro” de la absorcion intestinal del GI.

3.2.3.1.1 Cuantificacion de Gl por Espectrofotometria UV-VIS

La ecuacion de la curva de calibracién de la forma y = a + bx se describe por @ =2.439 +.10” y b = 0.0640. El

intercepto no difiere significativamente de cero. La Figura 5 muestra la curva de calibracion obtenida.
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Figura 5. Curva de calibracion de Gl/n-Hexano en el rango de concentracion de 0.05-0.9 fig/mL.

Los parametros de linealidad calculados para la curva de calibracion Gl/n-Hexano cumplen con los criterios
de aceptacion establecidos (coeficiente de determinacion r* = 0.9959, desviacion estandar relativa de la
pendiente Sb = 0.97 % < 2 % y coeficiente de variacion de los factores de respuesta CVf = 4.74 % < 5 %),

pudiendo concluirse que la técnica espectrofotométrica para la
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determinacion de Gl en estudios de absorcion intestinal y mecanismo de transporte, es lineal para los rangos
de concentraciones establecidos.

La 1 abia 9 recoge el disefio experimental utilizado (cuatro experiencias posibles: Ta=2 y Tc=2; Ta=5 y
Tc=2; Ta=2 y Tc=5; Ta=5 y Tc=5, etiquetados el menor valor como -1 y el mayor como 1), asi como los
resultados observados en los doce ensayos (réplicas). Los tiempos de agitacion y centrifugacion
seleccionados fueron 2 y 5 minutos pues a tiempos superiores a los 5 minutos no se observaron variaciones
significativas en los valores de absorbancia (estudios preliminares).

Tabla 9. Valores de absorbancia obtenidos en el disefio factorial 2° para evaluar los efectos del tiempo de

agitacion (Ta) y de centrifugacion (Te) sobre la absorcion del Gl en sacos intestinales de rata.

Parametros Absorbancia® (Réplicas)
Ta Te 1 2 3 Media £ D.E.
1 -1 0.033 0.022 0.037 0.031 £0.008
1 -1 0.034 0.033 0.036 0.034 £+ 0.002
101 0.030 0.021 0.031 0.027 + 0.005
1 1 0.039 0.044 0.057 0.047 £0.009

“Los valores experimentales de la absorbancia fueron obtenidos segin el método de saco intestinal evertido de Wilson-
Wiseman. 1954.

Segiin los resultados del ANOVA (verificando efectos sobre la media) que aparecen en la Tabla 10,
observamos que el Ta tiene un efecto significativo sobre la media de la absorbancia.

La Figura 6 nos muestra que a mayor Ta, mayor valor de absorbancia. El tiempo de centrifugacion no
presenta un efecto significativo lo cual nos permite considerar cualquiera de sus dos niveles.

Tabla 10. Resultados del ANOVA, analizando los efecto del tiempo de agitacion, tiempo de centrifugacion

asi como sus interacciones, sobre la media de la absorcion.

Fuente de Variacion Suma de Cuadrados G.L. Cuadrado medio Relacion-F P
Efectos Principales 4.575x 10" 2 2.287x 10" 5.102 0.0373
Ta 3.967 x 10”* 1 3.967 x 10”* 8.849 0.0177
Te 6.075x 10" 1 6.075x 10” 1.355 0.2779
Factor de Interaccion 1.841 x 10" 1 1.841 x 10" 4.106 0.0773
Ta-Tc 1.841 x 10+ 1 1.841 x 10+ 4.106 0.0773

Error Experimental 3.587 x 10¢* 8 4.483x 10"
TOTAL 0.001 11

En los resultados del ANOVA (verificando efectos sobre la dispersion) que aparecen en la Tabla 11 no

notamos ningun efecto simple significativo, aunque si se observa que la interaccidon entre los factores es

significativa.
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Figura 6. Intervalos LSD para el factor tiempo de agitacion, en el analisis de los efectos sobre la media, en la
absorbancia.

La Figura 7 nos muestra que la combinacion tiempo de agitacion a nivel (+) y tiempo de centrifugacion a nivel

(-) produce una reduccion sensible en la varianza de la variable absorbancia.
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Figura 7. Intervalos LSD para la interaccion entre los factores tiempo de agitacion y de centrifugacion, en el
analisis de los efectos sobre la dispersion, en la absorbancia.

De forma general se constatdo que los niveles Optimos de los factores son tiempo de agitacion (nivel +) y

tiempo de centrifugacidén (nivel -) ya que a estos niveles la media no se afecta y la varianza disminuye

sensiblemente. En el andlisis de los residuos de los modelos no se observa la presencia de algin dato andémalo.

El analisis del porcentaje de recuperacion, obtenido con los Ta y Te establecidos, mostr6 un valor de 95.09 +

3.93 %.
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Tabla 11. Resultados del ANOVA, analizando los efecto del tiempo de agitacion, tiempo de centrifugacion

asi como sus interacciones, sobre la dispersion de la absorcion.

Fuente de Variacion Suma de Cuadrados G.L. Cuadrado medio Relacion-F P
Efectos Principales 2.253 2 1.126 2.940 0.1103
Ta 0.861 1 0.861 2.250 0.1720
Te 1.391 1 1.391 3.631 0.0932
Factor de Interaccion 2.383 1 2.383 6.221 0.0373
Ta-Te 2.383 1 2.383 6.221 0.0373

Error Experimental 3.064 8 0.383
TOTAL 7.70 11

3.2.3.1.2 Determinacion de Gl en segmentos intestinales.

Del analisis comparativo de los valores de Papp (ver Tabla 12) para cada segmento del tracto utilizado
(estdmago, duodeno, yeyuno e ileon) no se obtuvieron diferencias significativas, lo que es indicativo de que
el transporte del GI ocurre con la misma intensidad a través de cada porcion.

Tabla 12. Valores del coeficiente de permeabilidad aparente (Papp), en diferentes regiones intestinales de
ratas, determinados por el método ““in vitro” de saco evertido a 37°C y utilizando buffer Ringer Krebs (pH =
7.4). La cuantificacion del principio activo fue por espectrofotometria UV-VIS a 360 nm. Los resultados son

expresados como la media + D.E. de 4 experimentos.

Region Papp (x 10 * cm/s)
Estomago 1.87 £0.12
Duodeno 2.38+0.18
Yeyuno 2.24 £0.21
Ileon 1.96 £ 0.13

El método “in vitro” de saco intes tinal de ratas fue le reportado por Wilson y Wiseman, 1954.

Aunque la anatomofisiologia del estdmago y el intestino delgado difieren, por ser el primero un érgano
donde las paredes no estan especializadas para la absorcion, y en el segundo encontramos vellosidades
intestinales que favorecen el contacto del G1 con la mucosa, la similitud del Papp del farmaco entre ambos
pudiera atribuirse a la considerable lipofilidad del GI.

La Tabla 13 muestra los valores promedios del coeficiente de permeabilidad aparente (Papp) del Gl para las

diferentes condiciones establecidas en la determinacion del mecanismo de transporte.
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Tabla 13. Transporte de la dispersion solida de Gl en PEGggg a través de sacos intestinales evertidos de
duodeno de rata, con y sin envenenamiento de los transportadores de membrana, a 37°C y utilizando buffer
Ringer Krebs (pH = 7.4). La cuantificacion del principio activo fue por espectro fotometria UV-VIS a 360

nm. Los resultados son expresados como la media + D.E. de 3 experimentos.

Condiciones Experimentales Papp (x 10 cm/s)
Control (Evertido) 2.66 +0.22

No Evertido” 3.09+0.20
Evertido (KCN)” 1.19+0.08

a) Transporte serosal a mucosal, b) Superficie mucosal del saco pre-tratada con KCN por 10 minutos.

Como se puede apreciar, el Gl parece atravesar la membrana intestinal del duodeno con relativa facilidad.
Los valores de Papp obtenidos son altos, tipicos de principios activos facilmente absorbidos (Sasaki y col.,
1994). Los coeficientes de permeabilidad para el control y el segmento evertido (con y sin envenenamiento
de los transportadores) fueron similares y no significativos desde el punto de vista estadistico, lo que permite
inferir que no existen diferencias direccionales en el transporte de Gl a través de la membrana lipidica, y que
fundamentalmente este proceso puede ocurrir por difusion pasiva transcelular.

3.2.3.2 Estudio “in situ” de la absorcion intestinal del GL

Los resultados de la absorcion del Gl en intestino delgado completo y en colon de ratas, a través de la
aplicacion de la Técnica de Doluisio, se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Valores de las constantes de velocidad de absorcidn intestinal del Gl, determinadas “in Situ” en el

intestino delgado y colon de ratas Wistar, a 37°C y utilizando buffer fosfato Sorensen (pH = 7).

Ratas Constante de velocidad de absorcién (Ka) h'!
Colon Intestino delgado

1 3.90 3.72

2 4.80 4.06

3 3.67 3.27

4 4.19 3.89

5 3.65 N

6 4.03

Media + DE 4.04 (£ 0.43) 3.73 (£ 0.34)

Los resultados anteriores muestran que los valores de la constante de velocidad de absorcion son propios de

farmacos con altos valores de absorcion (Sanchez-Castafio y col., 2000), por lo que
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cabe esperar que el Gl presente un valor de biodisponibilidad cercano al 100 %, si no se ve sometido a un
fuerte metabolismo intestinal o hepatico. Ademas, entre los valores medios de Ka obtenidos en las regiones
del tracto gastrointestinal evaluadas no se aprecian diferencias significativas, lo cual reafirma los resultados
alcanzados en los estudios “m Vitro” sobre un posible mecanismo de absorcion intestinal para el Gl por
difusion pasiva transcelular. Esta conclusion se basa en que en el intestino delgado existen dos posibles
caminos para el transporte de compuestos, uno a través de la membrana lipoide y otro por poros acuosos de la
membrana, mientras que en el colon solo hay paso a través de la membrana (Pla-Delfina y Moreno, 1981;
Martin-Villodre y col., 1986).

3.2.4 Estudios farmacocinéticos y de biodistribucion del "*C-G1.

3.2.4.1 Analisis farmacocinético del '*C-G1.

Los resultados de las mediciones individuales de radioactividad total presentes en plasma y sangre, después de
la administracion oral de dosis unica de '*C-G1 en Miglyol® 810 N (100 mg/Kg), son mostrados en el Anexo
12. Algunos parametros farmacocinéticos se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Parametros farmacocinéticos del '*C-G1, en sangre y plasma, posterior a la administracion oral
(100mg/Kg) a ratas Sprague Dawley machos. Los valores son las medias + DE de cuatro ratas. La

programateca utilizada fue WinNonlin™ 2.1.

Fluido Tmax Cmax V¥4 (tﬁz) AUC. 48n AUC,., Vz/F CI/F MRT
(h) (ngmL) (0’ (ngh/mL)  (ugh/mL)  (mL) (mL/h) (h)
Plasma 2.5 9.77 0.06 11.86 124.49 132.11 3324.26 192.83 16.41
(£ 0.6) (£2.03) (x0.01) (£1.67) (£20.16) (£20.29) (+882.84) (#31.42) (£1.49)
Sangre 3.7 6.91 0.03 25.73 147.71 213.26 4373.18 140.07 39.16

F1.5) (145 (£0.003) (+£2.87)  (+9.32)  (£32.39) (£246.26) (£47.69) (+6.80)

tmax: Tiempo en el cual se alcanza la concentracion maxima; Cmax: Concentracion maxima; Xz: Constante de velocidad de
eliminacion; t;,: Tiempo de vida media de eliminacion; AUC_4: Area bajo la curva entre tiempo 0 y 48 horas; AUC,_,: Area
bajo la curva de tiempo 0 a infinito con extrapolacion de la fase terminal; VZ/F: Volumen aparente de distribucion; CI/F:
Aclarainiento total aparente; MRT: Tiempo medio de residencia.

Las concentraciones medias maximas de la radiactividad total en plasma se alcanzaron a las 2.5 h, mientras
que el pico de concentracion media en sangre se obtuvo a las 3.7 h, como puede ser visto en la Tabla 15. Este
resultado fue similar al obtenido por Ramirez y col. donde el t,,,x de la dispersion solida de G1 en PEG 6000,

administrado por via oral, se obtuvo a las 2 horas (Ramirez y col., 1994).
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Las diferencias entre los perfiles de radioactividad en plasma y sangre podrian atribuirse a una posible
captacion del Gl por el eritrocito, lo que crearia un nuevo compartimento cinéticamente distinguible que
explicaria la diferencia en los perfiles de eliminacion. Del analisis de este resultado se aprecia que no existe
una correspondencia entre ambos fluidos y que se debe profundizar en el estudio de la captacion del Gl por los
eritrocitos, reportandose los parametros farmacocinéticos, de forma especifica, para uno de los dos fluidos
(preferentemente plasma por ser un fluido mas homogéneo). Ademas la razon entre los valores de las areas
bajo la curva para ambos fluidos (AUCiasma/ AUCsangre) fue de 0.76, indicando de que la radioactividad fue
preferencialmente acumulada en eritrocitos.

El tiempo de vida media plasmatica del Gl y/o sus metabolitos en la fase final de eliminacion (t,,) fue de 11.86
h. Si consideramos este valor, el farmaco debe eliminarse totalmente del organismo cercano a las 80 horas (de
5 a 7 vidas medias), estando en correspondencia con la cantidad de farmaco eliminado (~ 51%) en el Gltimo
intervalo de tiempo experimental (48h).

El farmaco presenta una considerable distribucion en el organismo que se observa a través del valor del
volumen aparente de distribucion (Vz/F), que fue 3324.26 mL. Este resultado se confirmara posteriormente
con el analisis en 6rganos y tejidos. Como se puede ver, el valor del Vz calculado es mucho mayor que los
volumenes fisiologicos de la rata (Francis y James, 1991), estando esto relacionado con las marcadas
caracteristicas lipofilicas de este fArmaco y con un posible enlazamiento de la molécula a las proteinas.

Aunque en el presente trabajo no se realizé un estudio sobre el enlazamiento de Gl a proteinas plasmaticas y
tisulares (factores que influyen en la distribucion del farmaco en el organismo), en investigaciones anteriores
sobre estudios del mecanismo de accion antimicrobiana del Gl (Hoban, 1998) se ha demostrado la capacidad
de enlace no especifico entre este principio activo y las proteinas, fundamentalmente de la pared celular (en un
75%) y a fracciones citoplasmaticas (en un 18%), lo que explicaria la no coincidencia de este parametro con
los volumenes fisioldgicamente definidos.

Si analizamos el alto valor de aclaramiento plasmatico (CI/F) obtenido de 192.83 mL/h (ver Tabla 15), éste no
se corresponde con el volumen sanguineo de la rata (~ 16 mL), por lo tanto este resultado puede estar

influenciado por fuertes procesos metabolicos que conlleven a la eliminacion
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del metabolito y no del Gl y ademas a la amplia distribucion de la radioactividad por todo el organismo.

3.2.4.2 Analisis de biodistribucién del “C-G1.

En el Anexo 13 aparecen los valores de concentracion de Gl y/o sus metabolitos (radioactividad total) en 6rganos,
tejidos y fluidos después de la administracion oral de '*C-G1 en Miglyol ®810 N en ratas.

Los tejidos seleccionados representan Organos importantes en el proceso de absorcion (estdbmago e intestino
delgado) y oOrganos asociados con la eliminacion (rifion, higado e intestino grueso). Otros organos (corazon,
pulmoén, bazo y cerebro) fueron seleccionados debido a su alta irrigacion sanguinea, lo que puede provocar que
gran cantidad del firmaco llegue a los mismos. El tejido adiposo se analiz6 tomando en consideracion las
caracteristicas poco polares del farmaco bajo investigacion, que puede tener una marcada acumulacion en este
tejido.

El resto de los organos y fluidos (piel, nodos linfaticos, contenido intestinal y estomacal) se analizaron para
completar la distribucion del Gl y/o sus metabolitos en el organismo.

Si hacemos un analisis de los datos que aparecen en el Anexo 13 vemos que a los 30 minutos de la administracion
de la dosis se aprecian niveles de radioactividad en todos los 6rganos y tejidos estudiados. Estos resultados estan
en concordancia con los resultados ““in vitro " e ““in situ " discutidos anteriormente, donde se evidencia la alta
absorcion intestinal del G1. El pico de concentracion de *C-G1 se alcanzo a las 3 horas en casi todos los tejidos.
La mayor cantidad de radioactividad aparece en el estomago e intestino delgado (en las tres primeras horas),
resultados que son logicos ya que la administracion fue por canulacion oral.

Los valores iniciales de radioactividad detectados en rifién y vejiga urinaria deben corresponderse a la presencia
del metabolito y no del Gl, ya que el rifién capta fundamentalmente estructuras polares, para luego almacenarlas
en la vejiga y posteriormente eliminarlas a través de la orina. Estos resultados se relacionan con los valores de
excrecion que se expondran mas adelante y concuerdan con los altos valores de aclaramiento obtenidos.

Los elevados niveles de radioactividad detectados en rifién fueron probablemente debido a una concentracion renal
del metabolito antes de ser eliminado a través de la orina y el elevado contenido de radioactividad en la vejiga

pudo estar causado por una retro-difusion o
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contaminacion del tejido por la orina, aunque la causa de su alta variabilidad es desconocida (Mast y col., 1983).
Los picos de concentracion de radioactividad para el bazo, pulmdn, corazén y cerebro fueron inferiores al de los
otros organos analizados. Estos resultados pudieran estar dados por un fuerte efecto de primer paso intestinal y un
acentuado metabolismo hepatico que provocan una marcada pérdida del farmaco génesis durante su distribucion
en el organismo y que conlleva a que sélo el farmaco libre que escape de ambos procesos metabolicos, pudiera
alcanzar estos organos. Es significativo sefialar que la mayoria de los tiempos de vida media de eliminacion de los
diferentes organos son superiores al t;, plasmatico, con excepcion del intestino delgado, intestino grueso y vejiga
urinaria, lo que da criterio de una posible unién a proteinas tisulares.

En el caso especifico del tejido cerebral se presentaron los menores valores de concentracion de radioactividad,
sin embargo la eliminacién desde este tejido fue bastante lenta (t;, = 19.08 horas). Este comportamiento al
parecer contradictorio puede estar relacionado con un transporte del Gl al parénquima cerebral a través del liquido
cefalo-raquideo, ya que se ha demostrado que la formacion y movimiento de este fluido es relativamente mas
lento en comparacion con la rapida velocidad del flujo sanguineo-cerebral. Las sustancias que son transportadas al
cerebro por este mecanismo, su entrada y salida de este tejido es extremadamente lenta (t;, de varias horas) en
relacion con las que pasan a través de los capilares sanguineos (t;, de minutos) (Teorell y col., 1974).

Los coeficientes de distribucion correspondientes a los 12 tejidos y glandulas estudiadas se muestran en la Tabla
16 como una funcion del tiempo luego de la dosis.

El coeficiente de distribucion calculado en el tiempo, en funcion de la actividad intrinseca incorporada en los
organos mas importantes de captacion, permite comprobar que los drganos de mas interés en la captacion respecto
a la sangre son estomago e intestino delgado (principalmente en las primeras 6 horas). El coeficiente de
distribucién de tejidos altamente metabolicos como rifion e higado alcanzaron valores maximos entre 1 y 2 h,
respectivamente, aunque en el caso del higado, el valor alcanzado es practicamente el mismo desde 0.5 hasta 2 h.
Para el resto de los tejidos examinados los mayores coeficientes de distribucion estuvieron entre 0.5-2 h. La vejiga
urinaria tuvo dos picos para este parametro, a las 0.5 h y a las 2 h, sugiriendo la presencia de dos compuestos

diferentes.
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Tabla 16. Coeficiente de distribucion (razén de dpm/g de tejido a dpm/mL de sangre) de la radioactividad del
C-G1, en diferentes 6rganos y a diferentes tiempos. Administracion de una dosis oral tinica de 100 mg/Kg en

ratas Sprague Dawley. Los valores son las medias + DE de cuatro animales.

Tejido 0.5h 1h 2h 3h 6h 12h 24h 48h

Bazo 2.6 x2.2 1.4 £0.8 1.2 £0.3 0.9 £0.3 0.7+0.1 0.9+0.2 0.8+0.3 0.9=+0.1
Corazoén 0.7 £0.1 0.8 £0.5 0.9 £0.1 0.8 £0.4 0.5+0.1 0.6x0.1 0.4 £0.1 0.4 £0.1
Pulmén 1.3 £0.5 1.9+ 1.4 1.5 +£0.2 1.5 £0.8 0.9 £0.2 1.2 +0.6 0.9 £0.3 1.1 £0.3
Cerebro 0.3 £0.1 0.3 £0.2 0.5 £0.1 0.4 £0.2 0.3+0.1 0.4 +0.1 0.3 £0.1 0.2 0.1
TejidoAdip. 4.6 £2.3 3.3+£2.5 2.5+1.8 4.1 £2.9 0.5+0.1 0.4+0.2 0.3 £0.1 0.3 £0.1
NodoLinfat. 3.6 £2.8 0.9 £0.6 1.1+0.1 0.9 £0.4 0.5+0.2 0.9+0.5 0.4 £0.1 0.6 0.1
Vejiga Urin. 15.3 +8.4 7.8 £2.8 29.3+14.0 7.9 6.6 6.1 £3.3 4.1 +£2.7 1.3 £0.9 1.2 £0.4
Intestino G. 2.8+2.2 1.7 £0.3 3.8 £2.2 2.9 £2.4 26+1.4 43+1.7 1.4+£0.1 0.8 +0.2
Higado 4.0 £2.2 3.9 £2.6 4.0 £2.1 3.7+14 1.5+1.4 1.9+0.8 1.4 £0.6 1.6 £0.4
Riiién 10.1 £3.2 15.1 £6.5 10.1 £3.5 7.5 £3.9 49+0.9 53+1.8 2.7+0.9 3.0 £0.6

Estomago 63.4 £20.3 105.2 +67.0 28.8 +£13.7 19.1+£15.0 7.9+4.8 6.9=+4.6 3.9+0.6 6.8 £4.4
Intestino D. 110.8 +57.8  87.8 £33.2 49.6 £8.9 29.2+6.0 4.1 +2.3 1.5 +0.4 0.7 £0.2 0.6 0.1

También en la Tabla 16 se aprecia a las 12 h la aparicion de un segundo pico mas pequeiio del coeficiente de
distribucién en casi todos los tejidos no-gastrointestinales. Este comportamiento puede estar dado por la
presencia de compuesto génesis y metabolitos, donde diferentes tejidos podrian tener una acumulacion
preferencial por el Gl, mientras que otros retienen diferentes metabolitos.

3.2.4.3 Excrecion de la radioactividad en orina y heces fecales.

Como se observa en la Tabla 17 la mayor parte de la radioactividad fue eliminada por la orina, y se produce
fundamentalmente durante las primeras 12 horas.

Si analizamos cuidadosamente estos resultados podria esperarse que de acuerdo a las caracteristicas lipofilicas
del Gl, su via de eliminacion principal deberia ser las heces fecales, sin embargo el farmaco fue excretado por la
orina (fluido por donde se eliminan los metabolitos mas polares). Esto nos reafirma lo anteriormente planteado
de un posible metabolito con caracteristicas estructurales similares al principio activo Gl, ya que el
comportamiento de distribucion tisular de la radioactividad total no sufridé ningun tipo de variacién que fuera

indicativa de la existencia de un metabolito muy diferente al compuesto original.
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Tabla 17. Excrecién acumulada de la radioactividad total por heces, orina y tejidos, posterior a la

administracion oral de 100mg/Kg de'*C-Glen Miglyol 8ION, en ratas Spragiic Dawley macho.

Periodo de coleccion % de la dosis total administrada (X+£D.E.)
(hr) Réplicas
1 2 3 4
Heces
012 2.36 2.95 - 5.60 2.73 £2.30
12-24 5.51 4.85 6.96 10.18 6.88 +2.37
24-36 7.60 6.05 7.81 11.38 8.22 +£2.25
36-48 7.70 6.14 8.27 11.57 8.43 +£2.29
Orina
0-4 - F 15.79 6.23 11.01 + 6.76
:1(_‘5 8.12 34.10 39.95 36.37 21.87 33.08 + 7.84
12-24 37.28 45.06 42.80 26.79 37.99 + 8.14
24-36 39.07 47.22 44.27 27.71 39.58 + 8.59
36-48 39.68 47.69 44.77 28.24 40.11 + 8.56
Tejidos 1.10 0.82 0.78 0.66 0.84 £0.19
Tracto gastroint. 0.49 0.35 0.47 0.28 0.40 £0.10
Jaula Metabolica 0.59 4.26 0.29 1.16 1.56 = 1.83
Total
48 49.56 59.26 54.58 41.91 51.32 £ 7.42

La no total recuperacion de la radioactividad luego de la administracion oral puede ser debido a la baja
actividad especifica del '*C-G1 (8 jiCi/mL por rata), lo cual limité el conteo de la radioactividad, o a la

formacion de didxido de carbono radioactivo u otra especie volatil.

3.3 Conclusiones Parciales

1- Los modelos teéricos obtenidos para la prediccion del coeficiente de particion y de la constante de
disociacion de los derivados 2-nitrovinilfuranicos evidencian la interrelacion entre estas propiedades con la
capacidad de las moléculas para formar puentes de hidrogeno. Ademas el coeficiente de particion esta
directamente relacionado con el factor lipofilico (constante de Hansch) y la constante de disociacion de forma
indirecta, no existiendo evidencias del efecto electronico de los sustituyentes sobre estas propiedades.

2- El area superficial de las moléculas y sus interacciones con el nimero de atomos de la molécula (sin
incluir atomos de hidrégeno), evidenciaron su capacidad para discriminar los compuestos con baja absorcion
intestinal de aquellos que tienen valores moderado-altos; sin embargo estos factores no fueron apropiados

para diferenciar los compuestos con alta absorcion de otros con moderada-
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baja. La incorporacion, a los descriptores anteriores, de la hidrofobicidad y la masa atdmica permitid solucionar la
problematica planteada.

3- Los modelos discriminantes obtenidos mostraron su adecuado poder predictivo en el tamizaje virtual
desarrollado sobre 174 compuestos con valores de biodisponibilidad reportados.

4- Los estudios de absorcion ““in vitro” e “in situ” para el Gl evidencian que el compuesto presenta una alta
absorcion intestinal y que el proceso ocurre por difusion pasiva transcelular, corroborando los resultados tedricos
propuestos para este compuesto.

5- El estudio ““in vivo” de caracterizacién farmacocinética y biodistribucion del “C-G1 puso de manifiesto la
buena capacidad de absorcion de este producto al obtenerse los picos de concentracion plasmatica entre las 2 y 3
horas y valores de concentracion de radioactividad en todos los 6rganos y tejidos analizados desde los 30 minutos

de su administracion.
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CAPITULO IV. DISCUSION GENERAL

De forma general, podemos plantear que los momentos espectrales, obtenidos con el TOPS- MODE. son
descriptores estructurales que describen adecuadamente las propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas-
farmacologicas evaluadas para una familia de firmacos con cierta similitud estructural y que ha sido
ampliamente estudiada como es el caso de las 6- fluoroquinolonas. Para estas propiedades se observd una
influencia marcada de la lipofilidad y la capacidad de formacion de puentes de hidrogeno en los valores
alcanzados, aunque no debemos dejar de sefalar que el factor electrénico puede modular el proceso de
absorcion. La calidad estadistica de los modelos teéricos obtenidos se demostrd a partir de la determinacion
experimental de estas propiedades para algunos miembros de la familia.

En concordancia con estos resultados la prediccion teodrica de las propiedades fisico-quimicas de los 2-
nitrovinilfuranos arrojé que la capacidad de formacién de puentes de hidrogeno de la molécula con el
solvente incrementa el valor del pKa e influye negativamente sobre el coeficiente de particion, sin embargo,
el tamafio molecular, estrechamente vinculado con la lipofilidad del farmaco, disminuye el valor del
coeficiente de particion. Todo lo anterior demuestra la influencia de estas propiedades en los procesos
fisicos que gobiernan la absorcion (Egan y col., 2000) y reafirma que para estimar la habilidad de un
compuesto para penetrar las membranas bioldgicas se debe considerar tanto el efecto hidrofdbico como el
hidrofilico (Conradi y col., 1996).

Para la prediccion de la absorcion intestinal de los 2-nitrovinilfuranos se utilizo un amplio conjunto de datos
experimentales debido a que para esta nueva familia practicamente no se reportan datos farmacocinéticos.
En este caso también quedo evidenciada la influencia del coeficiente de particion, el area superficial polar y
sus interacciones con el numero de atomos de la molécula en el proceso de absorcion, ademas la
combinacion de modelos discriminantes permitidé separar los compuestos con transporte activo de aquellos
con absorcion pasiva.

No obstante, como la finalidad de los modelos tedricos desarrollados para la prediccion de propiedades
fisico-quimicas y de absorcion es poder identificar dentro de una gran base de datos, aquellas moléculas con
mejores posibilidades, fueron evaluados varios representantes de la familia de los 2-nitrovinilfuranos con
marcada actividad biologica. Los resultados experimentales de determinacion del coeficiente de particion

(octanol-buffer salino a 37°C) para los cuatro 2-
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nitrovinilfuranos (GO, Gl, UC-244 y UC-245) demostraron que los valores teéricos predichos eran
adecuados.

Debido a la imposibilidad de realizar estudios en humanos con farmacos que todavia se encuentran en
estudios preclinicos para su posible administracion por la via oral, los altos valores de absorcion en humanos
predichos por los modelos discriminantes para un compuesto de esta familia (Gl) fueron corroborados
experimentalmente por métodos ““in vitro”, “in situ” e “in vivo

Los coeficientes de permeabilidad intestinal aparente del Gl fueron independientes de la region
gastrointestinal y sus valores (> 2+10*cm/s) corresponden a compuestos que son bien absorbidos en
humanos (Stewart y col., 1995; Amidon y col., 1988; Fagerholm y col., 1996; Sasaki y col., 1994). Ademas,
la no diferencia significativa entre los valores de Papp cuando el segmento intestinal esta o no evertido es
una evidencia que el compuesto presenta un posible mecanismo de transporte pasivo transcelular, hecho que
concuerda con los resultados alcanzados con los modelos tedricos.

Los resultados de la constante de velocidad de absorcidn aparente, en experimentos “in situ", para el Gl (Ka
= 3.73 h'") también son indicativos de que el compuesto presenta una alta absorcion intestinal (Sanchez-
Castafio, 2000). La similitud entre los valores de Ka en intestino delgado y en colon es otra prueba del
posible mecanismo de transporte intestinal por difusion pasiva transcelular. Finalmente, se desarrollé un
estudio farmacocinético y de biodistribuciéon para el '*C-G1 administrado oralmente con el objetivo de
evaluar su comportamiento “in Vivo™. Los resultados concuerdan con los experimentos anteriores, pues el
pico de absorcion se alcanzd a las 2.5 horas y los valores del volumen de distribucidon evidenciaron las
marcadas caracteristicas lipofilicas de este compuesto (Log Pocy74 ~ 2.49). Ademads si observamos el Anexo 8
desde los 30 minutos aparecen valores de radioactividad en todos los tejidos analizados, lo cual reafirma la
rapida absorcion y extensa distribucion del producto.

Todos estos estudios experimentales han permitido confirmar la validez de los resultados “in silico”. Sin
embargo, los hallazgos encontrados en el presente trabajo deben ser posteriormente evaluados en un estudio
farmacocinético mas profundo, para de esta forma identificar posible formacion de metabolitos y evaluar su

incidencia sobre la respuesta farmacologica del producto.
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CONCLUSIONES GENERALES

Luego de concluido el trabajo experimental y atendiendo a los resultados obtenidos, se ha llegado a las

siguientes conclusiones:

1-

Los modelos teodricos de prediccion de propiedades fisico-quimicas y farmacocinéticas-
farmacologicas de 6-fluoroquinolonas revelaron que la lipofilidad, asi como la presencia de grupos
polares y no polares en la estructura son factores determinantes en el proceso de absorcion
intestinal, no siendo tan marcada la influencia de factores electronicos y estéricos. La corroboracion
experimental de las predicciones ““in silico” de las propiedades anteriores evidencio la robustez y
calidad de los modelos teoricos encontrados.

Los modelos teéricos de prediccion de propiedades fisicoquimicas de 2-nitrovinilfuranos
evidenciaron la estrecha relacion de estas propiedades con las caracteristicas lipofilicas y la
capacidad de formacion de puentes de hidrogeno de los compuestos estudiados. La validacion
experimental de las predicciones teoricas demostro la capacidad de estimacion de estas propiedades
para nuevos derivados 2-nitrovinilfuranicos.

Se demostro a través de los modelos discriminantes generales obtenidos para la prediccion de la
absorcion intestinal de farmacos en humanos, la influencia del area superficial polar, el tamafio
molecular y la lipofilidad en la diferenciacion de compuestos con baja, moderada y alta absorcion
intestinal.

Se demostrd, a partir de la determinacidn del coeficiente aparente de permeabilidad intestinal y la
constante aparente de velocidad de absorcion, que el producto Gl presenta una alta absorcion
intestinal y un mecanismo de transporte por difusion pasiva transcelular, lo que concuerda con las
propiedades fisicoquimicas predichas y determinadas experimental mente para este compuesto.

Se encontrd, luego de la caracterizacion farmacocinética no compartimental y el estudio de
biodistribucion, que el *C-G1 después de la administracion oral en Miglyol ® 810 N, presenta una
rapida absorcion gastrointestinal con valores maximos entre las 2 y 3 horas; una amplia distribucion
a tejido y una lenta eliminacion, fundamentalmente a través de la orina; alcanzandose los mayores
niveles de concentracion de la radioactividad (Gl y/o metabolitos) en el tracto gastrointestinal

(estdbmago e intestino delgado) y tejidos
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altamente irrigados y con alta capacidad de eliminacion como higado, rifién y vejiga urinaria.

6- Se comprobod que los resultados alcanzados en los estudios de absorcién ““in vitro"”, "in situ™ e ““in
Vivo” del Gl avalan los estudios ““in silico”, lo que demuestra la fiabilidad y calidad de los modelos
teoricos.

7-  Se evidenci6 que la metodologia propuesta de interrelacion entre los modelos “in vitro”, ““in situ”, ““in
vivo” e “in silico”, proporciona una valiosa herramienta en el estudio de procesos biologicos de
absorcion de farmacos, permitiendo de forma muy rapida obtener resultados confiables que de ser

evaluados en modelos biologicos, representaria un gasto considerable de recursos humanos y

financieros, con el consecuente retraso comercial de aquellos compuestos con mayores potencialidades.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar los ensayos bioldgicos de absorcion intestinal de los otros derivados 2-nitrovinilfuranicos que

resultaron tener una alta absorcion intestinal, por los métodos ““in silico”, y que presentan una marcada
actividad biologica.

2. Desarrollar un tamizaje “in silico”, a través de los modelos tedricos de absorcion intestinal obtenidos, a los
mas de 700 nuevos compuestos con los que cuenta el CBQ e identificar tempranamente los mas adecuados
desde el punto de vista de la absorcion.

3. Realizar un estudio particular de metabolismo del Gl, con un enfoque farmacocinético, para de esta forma
identificar mas profundamente los posibles pasos de formacion de metabolitos, expresando las posibles
incidencias sensitivas y temporales con la respuesta farmacologica, para de este modo ahondar en la relacion
beneficio-riesgo de este compuesto.

4. Desarrollar nuevos modelos “in silico”, con la utilizacion de la aproximacion TOPS-MODE, para la

prediccion de propiedades farmacocinéticas de distribucion, metabolismo y eliminacion, en aras de extender

la metodologia utilizada en el presente trabajo al resto de los procesos farmacocinéticos.
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ANEXO 1

Esquema de la liberacion en el organismo de los principios activos a partir de formas orales.




ANEXO 2

Esquema del Intestino delgado
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ANEXO §

Representacion del modelo de membrana celular de 4-regiones.

Tt e T R T R R L D R L

M I e R R R R R

En la capa de agua estatica (1) el soluto comienza a aproximarse a los grupos polares. La membrana
alcanza su mayor densidad en la interfase (2) y las cargas presentadas por los grupos polares restringen
el movimiento de moléculas de agua. En la region polimerica (3), una cola de alta densidad restringe la
difusion del soluto. Debido a su naturaleza no-polar esta region no permitird la incorporacion de
moléculas de agua. La densidad de la cola disminuye en la mitad de la bicapa. En ausencia de agua y con
un alto porcentaje de volumen libre, la region (4) permite la incorporacion de solutos hidrofébicos. La

curva representa la resistencia que experimenta la molécula de agua durante su paso a través de la
membrana.



ANEXO 6

Nombre y estructura quimica de las 6-fluoroquinolonas utilizadas en los estudios teoricos de prediccion

de propiedades fisico-quimicas, de absorcion y farmacocinéticas- farmacologicas.

Anillo 2
Ry 0 ‘ﬁ
i T X
-
fos N A5 oy s”
Ry—Y N ¢ o
RS | |
, — R; Ry
A
Re
Anillo 1 Anillo 3
No Nombre X Y R. Ry R3 Ra R5 Rs
1 Norfloxacina™* c N CyHs H H H H H
2 Pefloxacina™"* c N CyH5 H H CH; H H
3 N-etilnorfloxacina® C N C,Hs H H C,Hs H H
4 N-propilnorfloxacina® "¢ C N C,Hs H H C3Hy H H
5 N-butilnorfloxacina® C N C,yH;5 H H C4Hy H H
6 N-pentilnorfloxacina® c N C,Hs H H CsHy, H H
7 N-hexilnorfloxacina® C N C,yH;5 H H CeHi3 H H
8 N-heptilnorfloxacina® c N C,H; H H C,;H;; H H
9 Ciprofloxacina™™* C N Ciclopropilo H H H H H
10 N-metilciprofloxacina® C N Ciclopropilo H H CH;3; H H
11 Enrofloxacina® C N Ciclopropilo H H CyH5 H H
12 N-propilciprofloxacina® "' C N Ciclopropilo H H C3Hy H H
13 N-butilciprofloxacina® C N Ciclopropilo H H C4Hy H H
14 N-pentilciprofloxacina® C N Ciclopropilo H H CsHi H H
15 N-hexilciprofloxacina® C N Ciclopropilo H H CeHis H H
16 N-heptilciprofloxacina® c N Ciclopropilo H H C,His H H
17 CNV 97100™"'* c N Ciclopropilo H H H CH;3; H
18 CNYV 8804" C O Ciclopropilo H H : H H
19 CNV 8919* C S Ciclopropilo H H H H
20 Flumequina” c - CH;CH(CH,), - H - 3 -
21 Ofloxacina™"* C N *CH3CHCH,O- H CH; H H
22 Enoxacina™™* N N C,H; . H H H H
23 Esparfloxacina™™* C N Ciclopropilo F NH, H CHj3 C
24 Sarafloxacina® " ¢c N 4-FPh H H H H 0
25 Lomefloxacina™ "' C N C,H; F H H CH; H
26 CNYV 8706" C N Ciclopropilo H H C,H,OH H H
27 CNV 9201° C C Ciclopropilo H H OH H H
28 Grepafloxacma®" ¢ C N Ciclopropilo H CHj3 H CHj3 H
29 Fleroxacina™"* C N CoH4F F H H CH; H
30 Temailoxacina™* C N 2,4-diFPh H H H CH;3 H



31 Balofloxacina™® C c Ciclopropilo OCH, H H H NHCH;
32 Difloxacina™* C N 4-FPh H H CH3 H H
33 Gatifloxacina"™* c N Ciclopropilo OCHT H H CH; H
34 Rufloxacina”™* C N -S-(CH,),- H - H H H
35 CNV 97102° C N Ciclopropilo H H H CyHs H
36 CNV 97104" C N Ciclopropilo H H H C4Hy H
37 Clinafloxacina”™* C - Ciclopropilo C1 H Anillo 1
38 Moxifloxacina"™* C - Ciclopropilo OCH3 H Anillo 1
39 Sitafloxacina®™* C 3 F-Ciclopropilo Cl H Anillo 1
40 Tosufloxacina™® N - 2,4diFPh - H Anillo 1
41 Trovafloxacina”™* N & 2,4diFPh = H Anillo 1
= L1 8% Anillo 1
NH; NH
thﬂ:rq_ N— o
N— NH
T'osufloxacina Trovafloxacina Moxifloxacina Sitafloxacina

Clinafloxacina

* Compuestos utilizados solamente en el estudio de prediccién de propiedades fisico-quimicas y de absorcién.
> Compuestos utilizados solamente en el estudio de predicciéon de propiedades farmacocinéticas.
¢ Compuesto utilizados solamente en el estudio de prediccion de propiedades farmacodinamicas.



ANEXO 7

Estructura de la Sitafloxaeina con posicion X e Y para diferentes sustituyentes.
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ANEXO 8
Estructura, valores experimentales y calculados del coeficiente de particién n-octanol / agua, a 25°C,

de derivados 2-nitrovinilfurdnicos utilizados en la prediccion de propiedades fisico-quimicas de

>;/<

compuestos pertenecientes a esta familia.

Rs
No R, R R, Log P exp.” Log P calcd.” res.”

1 H no, COOCH3 1.879 1.857 0.022
2 ch; no, COOCH; 2.439 2.407 0.032
3 Br no, COOCH; 2.739 2.517 0.222
4 COOCH; no, COOCH; 1.869 2.008 -0.138
5 no, no, COOCH; 1.599 1.360 0.239
6 no, COOCGC,H;s COOCH; 2.504 2.693 -0.189
7 no, H NO; 1.303 1.294 0.009
8 H H NO; 1.583 1.792 -0.208
9 no, H CONHC;Hs 1.386 1.362 0.024
10 no, H CONH(CH_),CH; 1.860 1.745 0.115
11 no, H CONHCH(CHs), 1.803 1.876 -0.072
12 no, H CONH(CHy);CHj3 2.356 2.129 0.226
13 no, H CONHCH,CH(CH3), 2.225 2.284 -0.059
14 no, H CONHCH(CH,)C;Hs 2.284 2.254 0.030
15 no, H CONHC(CHa); 2.333 2.282 0.050
16 no, H CONHCH,C(CHs); 2.605 2.813 -0.208
17 no, H coochs 1.652 1.844 -0.192
18 no, H cooc;hs 2.098 2.207 -0.108
19 no, H COO(CHy),CH; 2.673 2.589 0.084
20 no, H COOCH(CHs), 2.641 2.687 -0.045
21 no, H COO(CHy)3CHs 2.827 2.973 -0.146
22 no, H COOCH;CH(CHz), 3.135 3.124 0.010
23 no, H COOCH(CH3)C,H5 3.091 3.060 0.031
24 no, H COOC(CHa)3 3.060 2.905 0.154
25 no, H COO(CH>),CHs 3.404 3.357 0.046
26 no, H Br 2.447 2.233 0.213
27 no, H CN 1.050 1.219 -0.168
28 no, H OCH; 1.591 1.742 -0.150
29 no, H H 1.611 1.483 0.127
30 no, CN coochs 1.488 1.491 -0.003
G-1" Br no; Br
UC-245° Br no, CH;
G-0* H no; H
UC-244° H no, CH;.

*Compuestos utilizados en el estudio experimental. "P es el coeficiente de particion experimental 1-octanol / agua a 25°C.
“Calculado de la expresion (28).°0Observado - calculado.



ANEXO 9

Nombre, valores experimentales y calculados de pKa para diferentes farmacos utilizados en el estudio

de prediccion de propiedades fisico-quimicas de 2-nitrovinilfuranos.

Nombre pKa exp.” pKa caled”. res.’
Acetaminofeno 9.50 9.54 -0.04
Ampicilina 2.53 3.76 -1.23
Carbenicilina 2.70 2.15 0.55
Cefalotina 2.50 2.55 -0.05
Cefapirina 2.15 2.20 -0.05
Clofibrato 2.95 3.09 -0.14
Cloxacilina 2.70 2.53 0.17
Dicloxacilina 2.80 2.09 0.71
Etosuximida 9.30 8.50 0.80
Fenobarbital 7.41 7.76 -0.35
Flucitosina 10.71 10.86 -0.15
Ibuprofen 5.20 5.62 -0.42
Indometacina 4.50 4.66 -0.16
Meticilina 3.00 2.89 0.11
Nafcilina 2.70 291 -0.21
Nitrofurantoina 7.10 7.73 -0.63
Teofilina 8.6 8.36 0.24
Barbital 7.91 8.41 -0.50
Butabarbital 7.90 7.96 -0.06
Metabarbital 8.15 7.74 0.41
Pentobarbital 8.11 7.49 0.62
Apomorfina 8.92 8.69 0.23
Fenilbutazona 4.50 4.58 -0.08
Amobarbital 7.94 7.59 0.35
Fenilefrina 9.84 9.43 0.41
Albuterol 9.30 8.20 1.10
Epinefrina 9.90 10.56 -0.66
Acenocoumarol 4.70 5.27 -0.57
Clorzoxazona 8.30 9.07 -0.77
Dantroleno 7.50 7.03 0.47
Oxacilina 2.84 2.96 -0.12

* Valor de pKa tomado del Merck Index 12.1, 1996. Merck & Co, Whitehouse station, N. J., USA.
"pKa calculado por la ecuacién (30). “Observado - calculado.



ANEXO 10
Compuestos utilizados y resultados cualitativos obtenidos de la prediccion “in silico” de la Absorcion

Intestinal en Humanos (AIH).

Modelo baja AIM (Ec. 33) Modelo alta AIH (Ec. 34)

No. Farmaco AIH (%) Prob. Clas’ Prob. Clas*
Grupo 1 (alta AIH)
1 Acido acetilsalicilico * 100 0.99 A-M 0.64 A
2 Bumetadina 100 0.73 A-M 0.65* M-B
3 Cafeina 100 0.99 A-M 0.76 A
4 Desipramina 100 0.99 A-M 0.96 A
5 Dexametasona 100 0.96 A-M 0.56* M-B
6 Diacepan 100 0.99 A-M 0.93 A
7 Felodipina 100 0.99 A-M 0.59 A
8 Ibuprofen 100 0.99 A-M 0.90 A
9 Ketoprofen 100 0.99 A-M 0.89 A
10 Ondansetron 100 0.99 A-M 0.90 A
11 Prazocina 100 0.93 A-M 0.60* M-B
12 Testosterona 100 0.99 A-M 0.85 A
13 Acido Valproico 100 0.99 A-M 0.63 A
14 Antipirina 100 0.99 A-M 0.98 A
15 Corticosterona 100 0.99 A-M 0.66 A
16 Loracarbef 100 0.95 A-M 0.51 NC
17 Lormetazepan 100 0.99 A-M 0.77 A
18 Practolol 100 0.99 A-M 0.73 A
19 Acido Salicilico 100 0.99 A-M 0.59 A
20 Fluvastatina 100 0.99 A-M 0.83 A
21 Naproxeno 99 0.99 A-M 0.90 A
22 Prednisolona 99 0.96 A-M 0.50 NC
23 Cefalexina 98 0.64* B 0.72* M-B
24 Warfarina 98 0.99 A-M 0.82 A
25 Trimetoprina 97 0.87 A-M 0.51 NC
26 Clonidina 95 0.99 A-M 0.80 A
27 Fluconazol 95 0.99 A-M 0.87 A
28 Imipramina 95 0.99 A-M 0.97 A
29 Labetalol 95 0.94 A-M 0.61 A
30 Metoprolol 95 0.99 A-M 0.88 A
31 Sotalol 95 0.96 A-M 0.60 A
32 Alprenolol 93 0.99 A-M 0.83 A
33 Terazocin 91 0.93 A-M 0.59 M-B
34 Hidrocortisona 91 0.96 A-M 0.55 A
35 Progesterona 91 0.99 A-M 0.84 A
36 Betaxolol 90 0.99 A-M 0.82 A
37 Cloranfenicol 90 0.64 A-M 0.86- M-B
38 Fenitoina 90 0.99 A-M 0.91 A
39 Pindolol 90 0.99 A-M 0.83 A
40 Escopolamina 90 0.99 A-M 0.88 A
41 Propranolol 90 0.99 A-M 0.90 A
42 Oxprenolol 90 0.99 A-M 0.81 A
43 Timolol 920 0.88 A-M 0.83 M-B
44 Tenidap 90 0.87 A-M 0.69* M-B

(continda proximo pagina)



No. Farmaco AIH (%) Modelo baja All 1 (Ec. 33) Modelo alta ATH (Ec. 34)
Prob. Cias® Prob. Cias®
Grupo 2 (moderada AIH)
45 Acebutolol 89 0.99 A-M 0.73* A
46 Acrivastina 88 0.99 A-M 0.79* A
47 Trovafloxacina 88 0.95 A-M 0.67 M-B
48 Bupropion 87 0.99 A-M 0.90* A
49 Cimetidina 85 0.76 A-M 0.87 M-B
50 Bromazepan 84 0.99 A-M 0.68 M-B
51 Sorivudina 82 0.65 A-M 0.99 M-B
52 Metilprednisolona 82 0.96 A-M 0.54 M-B
53 Acetaminofeno 80 0.99 A-M 0.80* A
54 Quinidina 80 0.99 A-M 0.83* A
55 Sumatriptan 75 0.99 A-M 0.88* A
56 Guanabenz 75 0.98 A-M 0.89 M-B
57 Propiltiouracilo 75 0.98 A-M 0.74 M-B
58 Lamotrigina 70 0.95 A-M 0.85 M-B
59 Captopril 67 0.90 A-M 0.93 M-B
60 Hidroclorotiazida 67 0.72* B 0.92 M-B
61 Furosemida 61 0.74 A-M 0.72 M-B
62 Zipracidona 60 0.99 A-M 0.55 M-B
63 Atenolol 50 0.97 A-M 0.66* A
64 Gabapentina 50 0.99 A-M 0.57 M-B
65 Ranitidina 50 0.83 A-M 0.76 M-B
66 Fenoximetilpenicilina 45 0.69 A-M 0.63 M-B
67 Norfloxacina 35 0.99 A-M 0.57* A
68 Loperamida ” 35 0.99 A-M 0.62 M-B
69 Nadolol 34 0.98 A-M 0.73* A
70 Pravastatina 34 0.71 A-M 0.68 M-B
71 Domperidona " 30 0.99 A-M 0.65 M-B
Grupo 3 (baja AIH)
72 Lincomicina " 25 0.88 B 0.87 M-B
73 Tacrolimus ” 15 0.62 B 0.99 M-B
74 Manitol 15 0.56 B 0.83 M-B
75 Clorotiazida 13 0.72 B 0.89 M-B
76 Sulfasalazina 12 0.76 B 0.81 M-B
77 Enalaprilato 10 0.88* A-M 0.52 NC
78 Cefurox i ma 5 0.99 B 0.91 M-B
79 Doxorubicin 5 0.98 B 0.92 M-B
80 Albendazol’ 5 0.96* A-M 0.67 M-B
81 Ganciclovir 3.8 0.66 B 0.84 M-B
82 Olsalazina 2.3 0.72 B 0.94 M-B
83 Cromolin 0.5 0.86 B 0.82 M-B
84 Gentamicina 0 0.99 B 0.81 M-B
85 Nifuroxacida ” 0 0.70* A-M 0.84 M-B
86 Nifurzida * 0 0.96 B 0.98 M-B
87 Cefotaxima ” 0 0.99 B 0.94 M-B
88 Imipenen ” 0 0.74 B 0.94 M-B
89 Vancomicina” 0 0.99 B 0.95 M-B
Conjunto de Prediccion Externa
90 Coumarina® 100 0.99 A-M 0.96 A
91 Nordiazepan * 99 0.99 A-M 0.93 A
92 Tiacrilast’ 99 0.93 A-M 0.71 M-B
93 Teofilina® 98 0.99 A-M 0.67 A

(continta en la proxima pagina)



No. Farmaco AIH (%) Modelo baja AIH (Ec.33) Modelo alta AIH (Ec. 34)

Prob. Clas® Prob. Clas®
94 Oxazepan * 97 0.99 A-M 0.84 A
95 Verapamilo® 95 0.99 A-M 0.53 A
96 Diltiazen® 92 0.98 A-M 0.59 A
97 Terbutalina 73 0.99 A-M 0.78* A
98 Ciprofloxacina * 69 0.99 A-M 0.56* A
99 Metolazona 64 0.92 A-M 0.63 M-B
100 Acido Tranexamico * 55 0.99 A-M 0.54 M-B
101  Sulpiride * 36 0.83 A-M 0.61 M-B
102 Ceftriaxona ¢ 1 0.99 B 0.86 M-B
103 Lactulosa’ 0.6 0.99 B 0.85 M-B
104 Raflnosa ¢ 0.3 0.99 B 0.89 M-B
105 Paromomicina ” 0 0.99 B 0.87 M-B
106 Amfotericin B ” 0 0.99 B 0.79 M-B
107 Clorhidrato Colestipol” 0 0.97* A-M 0.57* A

abed Dyatos para el conjunto de compuestos del Wessel y col., 1998 y datos no repetidos en Benet y col., 1996: Kansy
y col., 1998 y Palm y col., 1997, respectivamente. *Compuestos mal clasificados. “Clasificacién de compuestos A:
alta, B: baja, NC: no clasificado, A-M: alta-moderada, M-B: moderada-baja.



ANEXO 11

Resultados de la validacion de los modelos de prediccion de la Absorcion Intestinal en

Humanos, utilizando valores de Biodisponibilidad.

Compuestos F Clas" Prob. Clas Prob. Compuestos F(%) Clas" Prob. Clas Prob.
Cefadroxilo 100 B 0.89 M- 0.84% Cloroguina 89 AM 1.00 A 085
Ofloxacina 100 A-M  0.99 A 0.53 Tocainida 89 AM 100 A 0.85
Clordiazepoxido 100 A-M  1.00 A 0.89 Zalcitabina 8 A-M 095 NC 0.51
Isosorbide mononitrato 100 A-M 092 NC 0.51 Alprazolan 8 A-M 100 A 0.93
Ketorolac 100 A-M  1.00 A 0.82 Clorambucilo 87 A-M 100 A 0.67
Minoxidil 100 A-M 099 M- 0.64* Clindamicina 87 A-M 0.60 M-B 0.74
Fenobarbital 100 A-M 099 A 0.73 Enoxacina 87 A-M 098 NC 0.51
Probenecid 100 A-M  0.97 M- 0.61* Mexiletina 87 AM 100 A 0.90
Pirimetamina 100 A-M  0.98 A 0.59 Torsemida 8% AM 08 A 0.56
Sulfadiazina 100 A-M  0.84 M- 0.57* Felbamato 85 A-M 0.84 M-B 068
Sulfametoxazol 100 A-M  0.87 M- 0.70% Carteolol 85 A-M 099 A 0.76
Sulfinpirazona 100 A-M 0.84 A 0.54 Cicloserina 8 A-M 099 A 0.54
Clobazam 100 A-M 100 A 0.85 Etodolac 85 AM 100 A 082
Metronidazol 99 A-M  0.97 M- 0.76* Flunitrazepan 8 AM 099 A 0.66
Nordazepan 99 A-M 1.00 A 091 Lamiwudina 8 A-M 0.9 M-B 0.84
Clonazepan 98 A-M 097 NC 0.52 Milrinona 8 A-M 099 A 0.86
Gemfibrozilo 98 A-M 1.00 A 0.80 Misoprostol 85 AM 098 A 0.57
Indometacina 98 A-M  0.99 A 0.60 Protriptilina 85 A-M 100 A 0.98
Lomefloxacina 97 A-M 1.00 A 091 Estavudina 8 A-M 098 A 0.60
Minociclina 97 B 086 M- 0.84* Flucitosina 84 A-M 099 A 0.66
Oxaprozina 97 AM 1.00 A 0.84 Disopiramida 83 AM 100 A 0.82
Cefamandol 96 B 0.99* M- 0.82* Acetilprocainamida 83 AM 100 A 0.79
Sulfisoxazol 96 A-M 8] E/I 0.69* Procainamida 83 A-M 100 A 0.74
Clorpropamida 95 A-M 097 M- 0.54* GCliburide 82 A-M 079 M-B 0.69
Clofibrato 95 A-M  1.00 A 0.82 Carbamn azepina 80 A-M 1.00 A 0.92
Glimepirida 95 A-M  0.64 M- 0.69* Cefmetazol 80 B 1.00* M-B 0.93
Glipizida 95 NC 050 M- 0.62* Lansoprazol 80 A-M 098 A 0.80
Hexobarbital 95 A-M  0.99 A 071 Fenilpropanolamina 80 A-M 1.00 A 0.90
Isoniazida 95 A-M  0.99 A  0.80 Prednisona 80 A-M 097 A 0.57
Tinidazol 95 A-M  0.84 M- 0.79° Quinidina sulfato 80 A-M 1.00 A 0.83
Tolmetina 95 A-M  1.00 A 0.85 Rifampicina 80 B 0.94* M-B 0.96
Cefradina 94 B 0.58 M- 0.64* Tramadol 80 A-M 100 A  0.95
Levonorgestrel 94 A-M  1.00 A 083 Nitrazepan 78 A-M 097
Cefazolina 94 B 0.99* M- 0.89% Glibenclamida 77 A-M 0.79
Digitoxina 94 B 066+ M- 1.00% Tetraciclina 77 B 0.96*
Ifosfamida 94 A-M  1.00 A 0.62 Etambutol 77 A-M  0.99
Flurazepan 93 A-M 1.00 A 0.78 Famciclovir 77 A-M  0.70
Tolbutamida 93 A-M  0.97 A 0.57 Metoclopramida 76  A-M  0.99
Amrinona 93 A-M  0.99 A 0.83 Primaquina 75 A-M  1.00
Dapsona 93 A-M  0.93 A 0.53 Trazodona 75 A-M 1.00
Doxiciclina 93 B 0.96* M- 0.85* Amlodipina 74 A-M  0.94
Isosorbide nitrato 93 B 0.61* M- 0.84% Alopurinol 74  A-M  0.99
Lorazepan 93 A-M 1.00 A 0.77 Ciclofosfamida 74 A-M 100
Flurbiprofeno 92 A-M  1.00 A 0.95 Betametasona 72 A-M  0.96
Metadona 92 A-M 100 A 096 Cinoxacina 72 A-M  0.96
Primidona 92 A-M 100 A 0.84 Mellalan 71 A-M  0.99
Bisoprolol 91 A-M 100 A 0.81 Flecainida 70 A-M 1.00
Diazoxida 91 A-M  0.99 A (0.68 Amantadita 70 A-M  1.00
Temazepan 91 A-M 100 A 0.85 Dicloxacilina 70 A-M  0.58
Cefprozilo 90 B 08 M- 0.83* Digoxina 70 B 086
Diflunisal 90 A-M 100 A 0.82 Fluoxetina 70 A-M 1.00
Mefloquina 90 A-M 100 A 0.86 Ritonavir 70 B 0.91*
Nitrofurantoina 90 A-M  0.65 M- 086+ Zolpiden 67 A-M 1.00
Nizatidina 90 B 0.67* M- 0.91* Risperidona 66 A-M 100
Penbutolol 90 A-M 1.00 A 0.84 Clortalidona 64 A-M 0.72
Fenilbutazona 90 A-M 1.00 A 091 Noretindrona 64 A-M 100
Piroxican 90 A-M  0.87 NC 0.52 Doxazosina 63 A-M 091

(continda en la proxima pagina)



Compuestos F( Cias Prob. Cias* Prob. Compuestos F(%) Cias" Prob. Cias* Prob.

Finasterida 63 A-M 1.00 Pentazocina 47 A-M 100
Ampicillina 62 a 0.64* Quinapril 47 A-M 0.97
Difenhidramina 61 A-M 1.00 Amiodarona 46 A-M 100
Bepridilo 60 A-M 1.00 Famotidina 45 B 1.00*
Granisetron 60 A-M  1.00 Ribavirin 45 B 081
Haloperidol 60 A-M 1.00 Trimetrcxato 45 A-M 0.80
Paroxetina 60 A-M 1.00 Midazolan 44 A-M  1.00
Clofazimina 57 A-M 1.00 Ramipril 44 A-M  0.96
Cocaina 57 A-M  1.00 Triazolan 44 A-M 100
Claritromicina 55 B 0.80* Metildopa 42 A-M 0.83
Clozapina 55 A-M 1.00 Levodopa 41 A-M 0.82
Itraconazol 55 A-M 0.99 Clorpromazina 40 A-M 1.00
Diclofenaco 54 A-M 1.00 Fosinopril 40 A-M 0.87
Triamtereno 54 NC 0.52 Loperamida 40 A-M 100
Valaciclovir 53 B 0.78* Omeprazol 40 A-M  0.96
Cefpodoxima proxetil 52 B 1.00 Pimozida 40 A-M 1.00
Cefaclor 52 B 0.64* Cisapridci 38 A-M 0.98
Clomipramina 52 A-M 1.00 Fenilefrina 38 A-M 100
Meperidina 52 A-M 1.00 Azitromicina 37 B  0.65*
Nortriptilina 51 A-M 1.00 Benazepril 37 A-M  0.96
Etinil estradiol 51 A-M 1.00 Nafcilina 36 A-M  0.93
Metformin 50 A-M 0.93 Losartan 35 A-M 0.98
Albuterol 50 A-M 0.99 Didanosida 35 A-M  0.96
Atropina 50 A-M 1.00 Nabumetona 35 A-M 100
Codeina 50 A-M 1.00 Clorfeniramina 33 A-M 100
Nifedipina 50 A-M 0.84 Oxacilina 33 A-M 054
Amiloride 49 B 0.95* Indinavir 30 A-M  0.93
Amitriptilina 48 A-M 1.00 Nicotina 30 A-M 1.00
Cefixima 47 B 1.00 Ritodrina 30 A-M  0.99
Eritromicina 47 B 0.90*

o Clasificacion por Ec. 33. "Clasificacion por Ec. 34. *Compuestos mal clasificados. Clasificacién de compuestos A: alta, B: baja. NC: no
clasificado, A-M: alta-moderada, M-B: moderada-baja. Los compuestos en negritas tienen un mecanismo de transporte activo.



ANEXOS 12

Niveles plasmaticos y sanguineos individuales de radioactividad total, posterior a la
administracion oral de dosis unica de '*C-G1 en Miglyol 810 N, en ratas Spragiie Dawley.

Dosis 100 de mg/Kg.

Tiempo® Concentracion Plasmatica g / mL)
(hr) Réplicas
Xy X2 X3 Xq ( X+ DE)
05 2.62 3.80 2.49 1.44 2.59 £ 0.97
1 4.71 2.25 5.01 2.13 3.53 +1.55
2 4.26 4.07 8.51 8.41 6.31 +2.48
3 12.74 9.43 8.02 5.43 8.90 + 3.05
6 8.10 6.03 4.78 6.17 6.27 + 1.37
12 3.18 1.42 3.05 4.90 3.14 + 1.42
24 2.19 1.42 2.63 1.47 1.93 £ 0.59
48 0.53 0.45 0.45 0.33 0.44 + 0.08
Concentracidon Sanguinea ( ug / mL)
0.5 2.00 T 1.35 0.78 1.48 £ 0.54
1 1.53 1.56 3.16 1.30 1.89 + 0.86
2 2.06 2.33 3.52 4.02 2.98 + 0.94
3 3.40 8.26 6.72 4.95 5.83 +2.11
6 7.69 7.44 4.49 4.87 6.12 + 1.68
12 4.02 1.72 3.39 3.30 3.11 +0.98
24 2.44 2.49 3.18 4.03 3.03+0.74
48 2.46 1.80 1.33 1.33 1.73 £ 0.53

“tiempo transcurrido a partir de la administracién de la dosis de "*C-G1. "Se utilizaron 4 ratas por tiempo

experimental.



ANEXOS 13

Niveles de radioactividad total en tejidos, 6rganos y fluidos tras administracién oral de “C- G1 en

Miglyol 810 N, en ratas Spragiie Dawley. Dosis de 100 mg/Kg.

Tiempo después de la dosis.
0.5h Th 2h 3h 6h 12h 24h 48 h
Piel 174+ | 212+ |3.342 | 8.46 3.81 3.16 2.17 I.11
AT 1.42 18 £3.84 £0.61 £0.92 £0.68 £0.25
Higado 12.65 15.08 22.75 42.25 18.91 + 13.11 8.82 + 5.75 +
+7.93 +7.84 +7.09 +7.86 1.50 +6.26 1.67 1.20
Bazo 5.10 5.10 = 7.82 11.47 8.53 + 6.61 4.94 + 3.45 =
£4.36 158 £3.72 £4.43 1.52 £2.12 1.03 1.05
Rifion 3269 £ | 60.12 + | 68.76 = | 79.22 + | 64.81 + | 35.91 = | 16.73 10.66 +
15.27 26.69 35.07 20.03 15.16 15.24 +2.42 1.39
Corazén 2.22 312+ | 570 | 839 6.07 390+ | 2.56 1.35
£0.70 1.46 1.86 £0.94 £0.94 1.26 £0.31 £0.35
Pulmén 5.94 5.17 9.48 17.04 + | 10.66 8.21 5.88 3.73
£3.08 £3.65 £2.84 3.58 £0.76 £4.61 £0.57 £0.55
Cerebro 0.95 1.20 3.39 4.06 3.31 262+ | 1.78 0.75
£0.21 £0.70 £0.99 £0.37 £0.64 1.11 £0.38 £0.13
Tejido 13.64 13.57 13.82 28.19 664+ | 299z |1.80 1.17
Adiposo £7.60 £7.96 £7.10 +11.82 | 4 g6 1.60 £0.56 £0.86
Nodo 6.39 3.79 7.02 9.68 6.56 - | 3.95+ | 2.56 2.05
Linfatico £2.69 £2.91 £2.58 £2.57 1.23 1.24 £0.27 £0.52
Vejiga 50.60 50.44 101.66 +| 98.46 52.58 + | 28.45 8.12 4.27 ¢
+47.47 | £40.65 | 153, +47.54 | 10.44 £21.17 | +4.02 1.40
1. Delgado 315.18 +| 348.55 +| 328.82 +| 304.4 + | 93.73 + | 43.05 4.50 2.45 +
150.22 | 164.92 | 147.07 | 173.73 | 86.30 £67.83 | +0.78 1.04
I. Grueso 25.07 16.16 + | 22.49 + | 56.85 32.97 30.41 + | 8.85 2.84
+30.85 | 19 67 13.69 +44.18 | £26.78 | 19.11 £3.00 £0.89
Estomago 209.44 +| 363.06 =| 140.55 +| 204.18 +| 101.96 +| 47-82 25.81+ | 22.17 +
124.58 | 186.67 | 120.51 | 138.76 | 120.12 | *45:46 | 76 9¢ 19.44
Contenido Int.| 1493.33 | 1649.46 | 1192.70 | 1716.13 | 457.39 +| 45.56 + | 7-01 1.47
Delg. £767.91 | 1 834.46| + 333.75| £ 677.63| 285.75 | 11.20 £3.74 £0.12
Contenido Intl 0.09 1.86 $6.94 103.83 | 395.84 | 462.06 | 59.79 5.04
Grue. £0.06 £2.93 +£68.61 | £93.00 | £65.06 | +£39.77 | £20.38 | +3.18
Contenido | 188¢.21 | 2344.02 | 668.06 +| 686.96 +| 82.53 + | 173.17 x| 9-27 7.16 +
Estém. + 345.19| +344.17 726 | 18765 | 712 .46 175.12 | +6.80 426

24
Valores expresados en g /g obtenidos de 4 ratas (media = D.E.)
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