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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Farmacocinética

La Farmacocinética es 1a rama de la Farmacologia que estudia el curso det
medicamento en el organismo en funcidn del tiempo. Forman parte de ella, 1a absorcién,
la distribucién, el metabolismo y la eliminacién de los firmacos y determina los
siguientes pardmetros: Vida Media (T1/2), Volumen de Distribucién (Vd), Coustante de
Absorcién (Ka), Constante de eliminacidn (Ke), Biodisponibilidad (% de absorcidn),
que junto con la dosis, rigen la concentracién de un medicamento, en el 6rgano efector,

y en consecuencia, la intensidad del efecto en funcidn del tiempo.!'?

Su estudio es la base para €l desarrollo de formas éptimas de administracién, el

establecimiento de pautas de dosificacién y la comprensidn de muchas interacciones.
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La Farmacocinética requiere para la expresién conceptual de sus diversos
elementos, de simbolos, palabras y ecuaciones matemdticas con los que se puede
predecir el comportamiento temparal de los medicamentos en el organismo y la

magnitud del efecto. ©'*

Los conceptos farmacocinéticos se expresan con palabras de uso universal, que
no varian sensiblemente entre los distintos idiomas y no es necesario un conocimiento

particular de matema4ticas para entender dichos conceptos.

Los simbolos tienen un significado definide y se usan también de manera

universal.

Las ecuaciones matemdticas permiten el cédlculo de las concentraciones en el

organismo, y muestran las relaciones que existen entre las distintas variables. "'

Absorcion
La absorcién es el proceso por el cual un férmaco atraviesa membranas para
penetrar en el organismo. En el que participan tres elementos: el medicamento, el medio

y la membrana.
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La inmeasa mayoria de los medicamentos son dcidos o bases débiles, lo cual
significa que se encuentran parcialmente ionizados y en equilibrio constante la fraccién
ionizada com la o iomizada. El tamafio de dichas fracciones depende del pKa del

farmaco y pH del medio, segtin se deriva de la expresién de Henderson-Hasselbach ¥

HA< H' + A

forma prownada

log(formauoproumada) = pKa - pH

La expresion de equilibrio constante significa que cualquier cambia que hubiere

entre las fracciones llevaria de inmediato al equilibrio entre ellas.

Bl término *Medio” expresa el ambiente que rodea al firmaco, el cual puede ser
intracelular o extracelular y estd constituido por lo menos por agua, lipidos, prote(nas,
sales e hidrogeniones. Estos 1ltimos determinan ¢l pH del medio y por lo tanto de nuevo

el tamaiio de las fracciones en equilibric (fraccién ionizada y no ionizada). ™

La membrana es una estructura que aisla componentes vitales para la célula
(ndcleo, mitocondrias, peroxisomas, etc.) del medio extracelular. La membrana se
describe cldsicamente como una doble capa de lipidous sostenida por proteinas, que le
confieren por la magnitud de sus moléculas, una presencia proteica predominante en [as
superficies externa e interna de la membrana.**¥ La constitucién particular de las
proteinas (aminodcidos dcidos y bésicos), mas la presencia de lipidos le confieren a la

membrana la particulatidad de ser semipermeable, ya que deja pasar a través de ella salo
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a la fraccion no ionizada, a sustancias liposolubles y a particulas de un didmetro menor a

8 A(poros).®®

La fraccidn ionizada no atraviesa membranas, pero tan pronto como uaa parte de
la fraceidn no ionizada ha penetrado 1a membrana, se resiablece el equilibrio entre las
fracciones y ocurre un flujo del farmaco que tiende a ser continuo hacia el interior de la
membrana, de tal manera que el gerundio seria 1a expresién idiomdtica més propia para
la Farmacocinética, ya que la absarcién como las otras partes de ella son fendmenos que

tienden al infinito.

El fendmeno de absorcién puede darse de dos maneras: <on © sin consume de
energia. Cuando se requiere energia, ésta se aporta a una tasa constante (cinética de
orden 0) y cuando no se consume energia, ¢l fenédmeno ocurre a favor de un gradiente de

concemtracion (cinética de primer orden).

La velocidad de absorcidn de un farmaco es directamente proporcional a la
superficie d¢ la membrana y al iempo de pertnanencia freate a ella e inversamente
proporcional al espesot de |a membrana, multiplicada por el diferencial de concentracidn

o la tasa de energia disponible (principio de Fick).®

QE=_ e « dc
g~ "Dreaty



donde el cociente diferencial dn/dt describe la velocidad de decremento del numero de
particulas en un sitio determinado de mayor concentracién. El coeficiente de difusién D
es el tamafio especifico de la sustancia en relacidn a la unidad de medida cm®s. a es la
superficie a ser atravesada. dc es el diferencial de la concentracidn y dx es el diferencial

de la via de difusidn

Adicionalmente, de maner prictica, la via de administracién y diversos
factores, entre otros la velacidad de la desintegracién y de disolucién (si el f&rmaco ha
sido administrado en forma sélida}, la concentracién de firmaco, el flujo sanguineo

regional en el sitio de absorcién, también participan en el fenémeno.

Generalmente la absorcidu de los firmacos sigue una cinética de primer orden.®

Agonista
Un agonista es un farmaco o una sustancia endégena que produce una reaccidn
bioldgica claramente definida. Se considera que la magunitud de la respuesta es
directamente proporcional a la ocupacidn de los receptores por las moléculas de un
agonista determinado. La respuesta observada es una relacidén concordante con la
concentracidn plasmética. Para fines pricticos, el logantmo de la concentracién
plasmética del agonista es directamente proporcional al efectc entre el 20 % y el 80 %

de la respuesta méxima. 43



Biodisponibilidad
La biodisponibilidad es un pardmetro que indica la velocidad y la proporcién de
la absorcidn del férmaco administrado, a partir de upa forma farmacéutica particular. La
biodisponibilidad sistémica (8) se describe mediante la determinacién de la cantidad

relativa de una dosis administrada que alcanza la citculacién general. @

Dosis
Del gr. dosein (dar) ® se entiende en el lenguaje farmacocinético como la f cef;
que actualmente s¢ denomina: Area Baja la Curva (AUC). La concentracién maxima de
dicha AUC (C_,..), y el momento (t.,) en el que ésta es alcanzada, son también

pardmetros farmacocinéticos de importancia.®®

Ea general, con los firmacos administrados a dosis muiltiples, la cantidad total
del fairmaco que se ha absorbido (AUC) suele ser mds importante que su velocidad de
absorcion. Por otra parte los valores de t,, y de C_ . pueden ser criticos para los
férmacos administrados a dosis tinica o para los fArmacos cuya accién depende de la

obtencidn ripida de concentraciones plasméticas e histicas elevadas, @439

Ademds de depender de la formulacién y presentacién farmacéutica de un
aiedicamento, la biodisponibilidad sistémica también depende del metabolismo en la
pared intestinal o en el higado o en ambos puntos, antes de que el fdrmaco llegue a la

circulacién sistérica (efecto de primer paso}.m



Distribucién
La distribucién es la dispersién de un farmaco en los tejidos orgénicgs. El grado
y el tipo de distribucion dependen del peso molecular, el pKa, liposolubilidad del
farmaco, la fijacién a las proteinas plasméticas e histicas, la eventual existencia de
procesos de transporte activo, el flujo sanguineo regional y del tipo de farmacocinética

compartitaental que tenga el formaco.”

Volumen de distribucién
El volumen de distribucién (Vd) es el volumen aparente de liquido en ¢l que el
fdrmaco parece distribuirse ¢on una concentracidm 1gual a la plasmaética, El cdlculo del
Vd se puede hacer solo si el fdrmaco ha sido administrado por via endovenosa o si se
conoce su biodisponibilidad sistémica, ya que solo en estas circunstancias se puede

conocer exactamente la cantidad de fdrmaco presente en el organismo.

J = —cantidad de firmaco administrado __ ___F*D
concentracion de farmaco en plasma kel * AUC:—

en donde; F = fraccidn de Iz dosis absarbida, D = dosis, kel = constante de eliminacién
AUC (., = drea bajo la curva de conceatraciones plasmiticas entre el momento de la

administracién del cera al tafiaito. ¥



Area Bajo la Curva (AUCQ).
Si se determinan con cierta frecuencia las concentraciones plasmdticas de un
fdrmaco después de su administracién, se obtiene un perfil de los valores de las
concentraciones plasméticas en funcién del tiempo. A esto se le [lama Area Bajo la

Curva (AUC),

100

0.00

0.00 6.00 12.00 18.00 24.00
Horas

Fig. # 1 Area Bajo la Curva (AUC) de un medicamento que ha alcanzado la
concentracién plasmdtica a través de ua fendmeno de absorcién. El 4rea sombreada

corresponde al AUC o sea [ C x T, Trazada con el programa de Stella @ "

La AUC se expresa en unidades de concentracidn x tiempo (por ejemplo, ug *
ml™ - min., 0 mg - 1! - horas) y puede ser determinada por diversos métodos: mediante
un planimetro, por el método de <<cortar y pesar>>, en el que se recorta la superficie de
la curva dibujada en un eje de coordenadas con escalas aritméticas y se pesa; por la regla

trapezoidal y por integracién. Se debe definir el intervalo durante el cual se mide el
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AUC, por ejemplo, AUC ,, drea bajo la curva del 0 a [a dltima determinaciSa,

AUC,_.4rea bajo la curva del 0 al infinito.

El valor de la AUC puede ser utilizado para comparar Ja biodisponibilidad de dos
o mds formas farmacéuticas de un mismo fdrmaco. El valor de AUC ., puede ser
utilizado para determinar el volumen de distribucién de un fdrmaco después de su

administracidn intravenosa o por otras vias, cuando se conoce con precisidn la

biodisponibilidad.

Metabolismo
El metabolismo es el proceso de transformacifén bicldgica de un firmaco o de
una sustancia enddgena. Generalmente, los procesos metabolicos tienen lugar en el
higado, pero pueden llevarse a cabo en el rifién, plasma o en otros tejidos, Los

metabolitos pueden ser activos ¢ inactivos, t6xicas © no.”'?

Cinética de Michaelis-Menlten
El trasporte activo y los procesos metabélicos en los que interviene una enzima
presentan una capacidad limitada para la cantidad de substrato que pueden tratar. La
velocidad médxima del sistema (V ,) depende de cada enzima o de cada sistema de

transporte.
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La velocidad de la disminucién de la concentracidn de un faormaco (-dC/dt) es
directamente proporcional a la concentracién (C) del fdrmaco y a la velocidad mixima

del sistema (V ) segin la ecuacién de Michaelis-Menien:

_dC _ _VuC
dt Km+C

donde K, es la constante de Michaelis-Mentean.

Cinética de orden cero
{(de capacidad limitada)

Muchos de los sistemas enziméticos del organismo, como los procesos
metabdlicos, 1a excrecién renal y biliar; y la absorcidn gastrointestinal activa y
facilitada, son procesos saturables, pero aunque habitualmente, la concentracién
plasmética de un farmaco se sitia deatro de la capacidad de un sisterna dado, no siempre
ocurre asi, Puede ocurrir en algunos casos que exista transicion de [a cinética de primer
orden a la de orden cero. En estas circunstancias, 1a relacién constante que existe eatre la
dosis del fdrmaco y la concentracién plasmatica se pierde y el nivel plasmético aumenta
de manera desproporcionada al aumentar la dosis. Esto se debe, n medida que los
sistemas enzimdticos s¢ saturan, 4 un aumento progresivamente menor de la velocidad
de eliminacidn, en relacién a un aumento de la concentracién del substrato (Michaelis-

Menten). (1z1n
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CINETICA DE ORDEN CERO

Ejempio: Alcohal
Tass metabdlica del slcohol = 100 mglkg/hora
Outos de taboratorio = {00 mgh de aloohol en liguido corporal

000
we
m-h
i ml
5 09
g wo
¥ ol
§
200 | |
100 ¢ ]
¢ | J |
0 1 2 3 4 s .
TEMPC_(h}

Fig.# 2 Trazada con el programa Stella®

Cinética de primer orden
La transferencia de una fraccidn constante (independiente de la concentracién
previa), de un fdrmaco o de un substrato por unidad de tiempo se conoce como cinética
de primer orden. Ejemplos de est4 san la absorcién pasiva y la filtracién glomerular. Asi
pues, la velocidad de transferencia es directamente proporcional & un gradiente de

concentracién,
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El metabolismo, la secrecién tubular renal y la secrecién biliar son procesos
activos, que se describen cldsicamente con la cinética de Michaelis-Meanten. Sia
embargo, para fines pricticos, estos procesos pueden seguir una cinética de primer orden

en el margen terapéutico de la mayoria de los farmacos. ¢

dA _ _
dr kA

En donde: A = cantidad de fdrmaco k = constante de velocidad en proceso

CINETICA DE PRIMER GRDEN

Ejemplo: Fenobarbitsl
Vida mmedis ((1/2) = 103 horas

AL

- A
S N
4 4
t T

Cancantracidn_ug/mL

- \
- e —

9 100 200 9 400 soa 800 700 800 900
TIEMPO_(h)

28 N & & o
' o
+ +

Fig. # 3 Trazada coa el programa Stella® “"

La integracién y ia transformacidn de esta expresidn da lugar a la siguieate
ecuacidn, en la que se relacionan la cantidad del farmaco en un momento t (A) y la

cantidad wicial (Ag):

At = Aoe™
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Ya que el objetivo de la farmacocinética es el describir el curso temporal de las
concentraciones del medicamento en el organismo, y de ello desarrollar propuestas de
dosificacién, se han descrito a la fecha tres modelos para conceptualizar dicho curso.
Estos son: la Farmacocinética de Modelo Compartimental; la Farmacocinética del

Momento Estadistico y la Farmacocinética del Modelo Fisioldgico. ¥

La Farmacocinética del Momento Estadistico y la Farmacocinética en Modelo
Fisiolégico presuponen que todos los procesos a los que se encuentra el firmaco son de

primer orden ®; por lo que estos modelos se excluyen de esta tesis.

El modelo compartimental puede ser de uno, dos o tres compactimientos. Se le
llama modelo mono-compartimental a aquel cuyas fluctuaciones en las concentraciones
plasméticas se acompaila simultineamente de fluctuaciones en 1a misma magnitud en las
concentraciones tisulares; y de dos a tres compartimientos cuando las fluctuaciones en
[as concentraciones plasmdticas y las tisulares no guardan una correlacién temporal

directa.

En un modelo mono-compartimental es posible relacionar la concentracién en un
momento t (C,) con la concentracidn inictal (C;) dividiendo ambos lados de la ecuacidn

por el volumen de distribucida.

Esta ecuacién puede ser ttil para predecir los cambios de concentracién en

funcida del tiempo.
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Cuando se representa grificarnente un proceso de primer orden, existe una

relacién lineal con una pendiente k entre ¢l tiempo y el logaritmo de las concentraciones

o de las cantidades.
CINETICA DE PRIMER ORDEN
Ejemplo: Fanobarbital
Vida media (11/2] = 100 horas
10000

100 ¥

Concantmolén_gpiml.

a1+ |

aad l
(1] 100 200 K ] 0 400 &0 ke | ano 900
TIEMPO_(h)

Fig. # 4 Transformacién logaritmica de las concentraciones plasmaéticas.

Trazada con el programa Stella® “V

Se puede ver un ejemplo sencillo de un proceso de primer orden en la
disminucidn observada de la concentracidn de un faArmaco con una vida de 100 horas. La
concentracion imicial de 20 pg/ml disminuye a 10 gg/mL al cabo de 100 horas, de §
pxg/mL a las 200 horas, 2.5 wg/mL a las 300 horas. Es claro que la reduccién del nivel es

numéricamente inferior en cada intervalo sucesivo a pesar de que [a fraccidn reducida s¢

Mmantiene constante.
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Compartimiento
Este es un concepto més matemético que fisioldgico, y se utiliza para describir

las caracteristicas de la distribucién de un formaco en ¢l organismo.

El modelo farmacocinético mds sencillo tiene sélo un compartimtento (Fig. £ 5),
lo que indica que el [drmaco presente en el plasma alcanza un equilibrio instantineo con

tos tejidos en los que penetra.

Daosis i.v

Ke

Fig. # 5 Modelo de un compartimiento donde D la dosis, X es el medicamento en el

organismo, E ¢s ¢l medicamento eliminado, y ke la constante de eliminacion.

El modelo bicompartimeantal es conveniente para la descripcién del
comportamiento cinético de muchos fdrmacos. Después de su administracién
intravenosa se abserva una disminucién bifésica de la concentracién plasmética. En
términos simples, puede considerarse que el compartimiento central representa ¢l plasma
y otros tejidos en los que el fdrmaco penetra con rapidez, mientras que ei
compartimiento periférico estaria formado por otros tejidos en los que el farmaco

penetra de una forma mucho més lenta.
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ke

kK12 kz:t

Fig. # 6 Modelo de dos compartimientos donde D es la dosis, Xc es compartimiento
central. Xp ¢s compartimiento profundo, E es la eliminaciSn, k12 es constante de
transferencia del compartinuento ceatral al profundo, k 21 coustante de transferencia dei

compartimiento profundo al ceatral y ke constante de eliminacién.

El término de compartimiento profundo indica un tejido o tejidos e los que el
farraaco penetra lentamente en un modelo multicompartimental y a partir del cual

también tarda en salir durante la fase de eliminacidn.
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Fig. # 7 Modelo de tres compartimientos donde D es la dosis, X¢ es medicamento en
compartimiento central, X p s el compartimiento periférico superficial, X p p es el
compartimiento periférico profundo, E es eliminacién, ke la constante de eliminacion,
k12 y k21 constantes de transferencia entre el compartimiento central y el periférico
superficial y k13 y k 31 constantes de transferencia entre el compartimieato centrul y el

periférico profundo.
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Cusx.

Cos. €3 la concentracion plasmética maxima alcanzada de un fdrmaco, después
de su administracién. Este término generalmente requiere referir dicha concentracién a
la dosis administrada, via de administracién, odmero de dosis admumistradas y tiempo
transcurrido después de la dosis previa. C, o . es la concentracién plasmética mixima

alcanzada después de la primera dosis. C, ., ©s |la concentracién mixima en equilibrio.

(13,16

Eficacia
La capacidad de un farmaco para realizar una accién terapéutica determinada se
denomina eficacia. Se mide couio la madxima respuesta obtemble. Esta puede ser
limitada, bien por el aplanamiento de la curva dasis-respuesta o bien por la aparicidn de
efectos indeseables intolerables. La eficacia depende de las velecidades de absorcién y
de la eliminacién, de la afinidad de un fArmaco por el receptor sobre el que actda y de su

capacidad para producir una respuesta farmacoldgica en ese receptor. ¢34

Eliminacién
La eliminacion es la suma de todos los procesos que terminan cou la presencia de
un fdrmaco en el organismo. Los f4rmacos son eliminados del organismo en forma
inalterada y/o en forma de metabolitos. En general, los compuestas mds palares o

altamente ionizados, que son hidrosolubles, son eliminados en forma relativamente
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inalterada. Los firmacos menos polares, liposolubles, no son excretados con facilidad
debido a la reabsorcién desde el tGbulo renal hacia ¢l plasma sanguineo a través del

epitelio tubular reaal.

Generalmente la eliminacidn se caracteriza mediante la constante de eliminacién
(K 0 k,), que es la suma de las constantes de cada uno de los procesos metabdlicos y
excretorios que actdan en el organismo. El tiempo que tarda en caer a la mitad la
concentracién plasmatica se conoce con el término de vida media de eliminacién (T,,);

la cual estd en relacién cou la constante de eliminacién segiin la siguiente ecuacidn:

In .69
Ka= 58 - 054

O bien

.

En general la vida media terminal y la constante de eliminacién se determinan a
partir de una representacion semilogaritmica de {as concentraciones plasméticas en
funcida del tiempo, preferentemente después de la administracién intravenosa, de

manera que se evita la influencia de la absorcién. *4'%19

Vida media: fasesa y B
Cuando se grafica el logaritmo de las concentraciones plasméticas en funcién del
tiempo de un firmaco administrado por via endovenogsa cuya cinética se adapte a un

modelo bicompartimental, la curva resultante tiene dos componentes claramente
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definidos. Después de la distribucién, la curva se transfoerma en una fase més lenta, 8, o
de eliminacién irreversible de un firmaco a partir del compartimiento central. La vida

media B se define como:

t%,,_l}_2=0.§393

En donde B = pendiente de la curva. Las unidades de B son reciprocas de tiempa, por

ejemplo hora™.

La linea descrita por la fase terminal de eliminacidn o fase B puede ser
extrapolada hasta el valor de tiempo cero. Difiere claramente de las concentraciones
observadas durante el periodo de distnbucién. La sustraccién de los puntos de la l{nea
extrapolada de los verdaderamente observados es un medio de valorar esta fase de

distribucidn. (Fig. # 3)
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1.2 T-514 del género Karwinskia

La T-514 es una de las antracenonas diméricas extraida de las plantas del género
Karwinskia que pertenecen a las plantas de la familia de las Rhamnaceas, distribuidas
pricticamente en todo e} territorio mexicano, en ¢l suroeste de los Estados Unidos de

Norteamérica y en parte de Centro América. ‘?

La Karwinskia humboldtiana fue descrita por primera vez en ¢l siglo XVIII por
el sacerdote Jesuita Francisco Javier Clavijero en el libro “Historia de la Antigua o Baja
California” como una planta téxica. El msmo autor sugiere que la toxicidad se

encuentra en ¢t endocarpio {semilla) lo que ha sido confirmado en épocus recientes, '

Desde la publicacién de Clavijero han aparecido numerosas repories de
intoxicacién con K. humboldriana con casos de evolucién fatal donde predomina un
cuadro de parélisis fldcida ascendente y progresiva. Perc en otras ocasiones,
principalmente en los casos de evolucién fatal, la sintomatologia predominante es un

cuadro de insuficiencia hepética y pulmonar agudas graves. %

En 1975 Dreyer y cols. aislaron del endocarpio de la Karwinskia humboldtiana
cuatro compuestos antracenénicos diméricos a los que llamaron por su peso meolecular
T-496, T-514, T-516 y T-544; de los cuales se ham publicado mdltiples trabajos
cientificos sobre sus efectos téxicos, #*1*2¥323) De estos efectos thxicos, llamo la

atenci6n: el claro efecto citotéxico y lo empinado de las curvas de letalidad, cuando se
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determiné la DL50%; per lo que se planted la hipGtesis de que la T-514 (Fig. ¥ 8)

pudiera tener toxicidad selectiva entre células de origen maligno y células normates, 7

Fig. # 8 Estructura quimica de la T-514

Hecho que, posteriormente ha sido demostrado en lineas celulares benignas y
malignas de pulmén, higado y colon. Al comparar los resultados obtenidos con este
compuesto con otros agentes antineopldsicos como la Vincristina, 5-Fluoruraciio,
Doxorrubicina, Epidoxorrubicina y Mitomicina, se observ$ un mayor {ndice Terapéutico
para la T-514, lo cual hizo suponer que esta sustancia podria ser un potencial

medicamento antineoplésico,

Lo anterior ha sido motivo para obtener una patente otorgada por la Comunidad
Econémica Furopea en 1993, as{ como, por los Estados Unidos de Norteamérica y Japén

en 1996 y 1997 respectivamente. Y posteriormente por Canadd, Corea y México.

(24.25,26,27.2829)
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Posteriormente se encontrd la toxicidad selectiva de la T-514 reportada por
Pifieyro L y cols. en otras 10 lineas celulares, todo esto en el Departamento de
Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de
Nuevo Leén,() y en la Universidad de Friburgo doude se demostrd marcada actividad
antineoplasica en 29 de 40 lineas tumorales. En 1a misma Uriversidad, se encontré una
disminucién nowria en el crecimiento de tumores humanos transplantados en ratones
atimicos, cvando se inyectd la T-514 en forma intratumoral, mds no fue sigaificativo el
efecto cuando se hizo por via sistémica. Esto s¢ ha corroborado en estudios in vitro ¢ in
vivo realizados en el Natiopal Cancer lustitute (NCI) en un panel de 60 lineas celulares

de origen neopldsica. ***"

Con el protocolo ] 1/15 inscrito en a subdireccién de Investigacién y Estudios de
Postgrado de la Facultad de Medicina de la UANL, se lleva a cabo, con resultados
positivas, en conjunto con el Departamento de Oncologia del Hospital Universitario,
estudios preliminares de fase clinica 1 en pacientes voluatarios com carcinomas
terminales. Estos resultados han mostrado basicamente interrupcién en el crecimiento

del tumor, supresida del dolor existente y prolongacién notoria de la sobrevida. ®?

En relacién al posible mecanismo de accién de la T-514, Sepélveda y cols. han
reportado que ésta produce una marcada disminucin en el ndmero de peroxisomas de
hepatocitos de rata y de mono. Adicionalmente, los mismos autores demostraron en
estudios efectuados en levaduras metilotréficas (Candida boidipii y Hansenula

polymorpha), que la T-514 afecta de manera selectiva ¢ irreversible fa integridad de la
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membrana peroxisomal, lo que motivo a los investigadores a renombrar a la T-514 como

Peroxisomicina A1 donde la letra A y el niimero 1 provienen de la nomenclatura para

estereoisémeros de esta naturaleza establecida por Steglich y Gill. ®*'*



1.3 Estudio de Farmacocinética de fdrmacos en desarrollo

(Etapas preclinica y cifnica)

Cuande una molécula nueva es sintetizada o extraida de alguna fuente natural
como es el caso de la T-514, le siguen un conjunto de estudios de laboratorio (fisico-
quimicos, toxicoldgicos, farmacoldgicos) conocidos como etapa preclinica y la
investigacion en humanos como etapa clinica dividida en cuatro fases. ®® En la etapa
preclinica, Bermddez y cols. ® realizaron los estudios de toxicidad aguda (dosis letal 50
o dosis a la que muere el 5% de una poblacidn) en distintas especies animales (ratén,
rata, coballo, himster y macaco). Ha quedado pendiente un procedimiento para
determinar {a dosis efectiva 50 o DE 50 (dosis que genera el efecto terapéutico al 50%
de la poblacién) y correlacionarlo con la dasis letal 50 o DL 50. El cociente: DL 50/ DE
50 se copoce como indice terapéutico o el margen de seguridad. Un fdrmaco es més

seguro cuanto mayor sea su indice terapéutico,

En la eleccién de un medicamenta importa canocer ademds, del efecto
cualitativo de la sustancia, la correlacién dosis-efecto, la via y la forma de
administracion. Esta dosis debe ser tal, que nos permita manteaer una conceatracién

terapéutica por un tempo dado y que a la vez no llegue a concentraciones téxicas o a

concentraciones no efectivas. #8340



¥n consecuencia tendriamos que contestar las siguientes preguntas.
{Qué dosis debe recibir €l paciente?
(Qué forma y via de administracidn es 1a mas adecuada?

¢Cudl es ¢l esquema de dosificacidn optimo en la terapéutica?

Sabemos también que para que un firmaco ejerza sus efectos debe eutrar en
contacto con el drgano elector, que en caso de la quimioterapia de las neoplasias es el
fumor mismo y para esto seria ideal que el formaco se concentrara selectivamente en el

tumor y no en los tejidos vecinos, eventualidad poca probable de que se de ad integrum.

Por ello, el conocimiento farmacocinético no solo nos proparciona elementos de
juicto para alcaszar la méxima concentracion en el sitio deseado, sino también para

evitar concentraciones peligrosas e sitios no deseados.

Habitualmente las determinaciones cuantitativas del medicamento y de sus
metabolitos en el organismo se ilevan a cabo, por su mayor facilidad de cbtencién, en
sangre y orina, aunque también se pueden investigar con abjetivos farmacocinéticos
otros liquidos corporales como saliva, bilis, liquido céfalo-raquideo, liquideo articular,

ete. (341)

Como ya se ha mencionado, se han desarrollado distintos modelos para la
comprensién de la Farmacocinética, de los cuales se eligié el modeio de

compartimientos, porque oo presupore que se trate de Farmacocinética lineal.
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Independientemente del modelo utilizado, se deben determinar los siguientes
parametros :

Vida media (T,,).

Volumen de distribucién (Vd).

Depuracién total y parcial (Cltot; Chren; Clmet ;Clbil).

Biodisponibilidad.

Algunos de estos pardmetros fueron determinados de manera preliminar por
Viader y cols., en ¢l conejo y en pacientes (de vida media de 3.4 horas y un volumen de

distribucién de 5.6 /Kg). “*?

Al margen de lo anterior, resulta de interés que los pardmetros mencionados
puedea variar por diversos factores coma son: la especie; 1a raza; la edad; el sexo; el
peso y la talla; 1a actividad fisica; interacciones con alimentos y con medicamentos; la
hora del dia en que se administra el medicamento (ritmo circadiano en la
Farmacocinética); y naturalmente con la enfermedad, la cual de manera obvia puede

modificar todos los pardmetros mencionados.

Si todos estos factores son considerados en forma Sptiraa, y se corroboraa las
concentraciones plasmdticas, es postble para un paciente determinado, alcanzar las

concentraciones deseadas en el Srgano blanca.
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Aun mis, es de importancia sedialar que existe una correlacién eatre la
concentracion plasmdtica o del liquido investigado y el efecto terapéutico (correlacién
dosis efecto); y bajo el conocimieato de tales correlacioues farmacocinéticas y la

wformacidn farmacodindmica, podrd predecirse que concentracién plasmdética producird

un particular efecto terapéutico o téxico.

La instauracién de tales correlaciones se acompafia ocasionalmente de
dificultades, ya que a veces es dificil el cuantificar ¢l llamado efecto terapéutico. Sin
embargo, este 1o es el ¢caso de la quimioterapia de las neoplasias, donde los criterios de

curacion se encuentran definidos por la erradicacion del tumor o por el tempo de sobre-

vida del paciente.

Con lo anterior y al no conocerse 1a cinética de ]a T-514 se planteo el siguiente

protocola.



HIPOTESIS

Todos los procesos farmacocinéticos de la T-514 son de ler arden.

OBJETIVO GENERAL

Determizar los pardmetros farmacocinéticos de la T-514.

29
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar los siguientes items

1. Determunar si la cinética es lineal o no.

2. De existir farmacocinética oo lineal, establecer su onigen.

3. Establecer la depuraci6a renal

4. Establecer la depuracién biliar.

5. Establecer la naturaleza metabdélica del compuesto.

6. Establecer el volumen de distribucién y determinar si es Dosis-dependiente.
7. Determinar la existencia de compartimientos profundos.

8. Determuinar la existencia de circulacidn entero hepética.

9. Determinar la Biodisponibilidad absoluta,

10. Determinar la existencia de un efecto saturable de 1er paso.
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 MATERIAL

Material biolégico

Estudio preliminar

Se llevo a caba un estudio preliminar can el fin de dominar la técnica quirirgica
con 8 perros (Beagle), y 4 perros de la misma raza adicionales, con el fin de llevar a
cabo pruebas analfticas preliminares. A estos 4 animales, previa anestesia con
pentobarbital sédico a razdn de 30 mg/kg, se les administro por via intravenosa, en bolo,
una dosis de 2mg/Kg. de T-514 pero con diferentes vehiculos (propilenglicol,
dimetilsulféxido y gelatina) y se determind, en plasma sus concentraciones alas2,4,6y
8 horas posteriores a su administracidn; en orina de 24 horas; bilis a las 2,4, 6 y 8 boras
posteriores a su admiaistracién y heces fecales de 24 horas. Las muestras de sangre y

bilis tuvieron un volumen aproximado de 2 mL por muestra.
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Estudio definitivo

9 perros Beagle adicionales (4 machos y 5 hembras) de 1 a 2 afios de edad y de 9

a 15 kilos de peso corporal, marcados con un nimero particular durante todo el estudio.

Material uo biolégico

Se utiliz6 un gramo de T 514 del lote # 86, proporcionada por el Departamento

de Farmacologfa y Toxicologia de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L. (Anexo 1)

Alimento

Eukanuba® adulto mantenimiento
Material quirirgico

Isodine®
Gasas # 10 estéril con banda radic-opaco
Torundas de algodén
Solucidn salina al 0.9% de 250 mL Pisa™
Alcohol al 96%
Hojas de rasurar doble filo Gillette™
Contenedor para material punzo-cortante desechable
Bolsas de recoleccién bioldgica
Guantes de litex estériles

Campos estériles



Cubre bocas

Ropa de quirdtano

Xilacina i.v 2mg/Kg. Ronpun®

Sulfato de atropina 0.045 mg/Kg. Loefer™
Pentobarbital sédico 30 mg/Kg. de Pfizer™
Catéter i.v # 20 de Johnson & Johnson™
Cénula endotraqueal # 6 de Acrgyle™
Equipos de venoclisis Flebatec® de Pisa™
Cinta adhesiva

Hojas de bisturi mango 4, # 21

Jeringas de 3, Sy 10 ml con aguja 22 x 32 B-D™
Sonda de alimentacidn pedidtrica

Suturas absorbibles # 0,00 y 000

Suturas no absorbibles # 0,00 y 000
Equipo de diseccion simple

Separador de Goset

Antibiéticos: Cefalotina, Metronidazol y Amikacina
Analgésicos: Metamizol y Ketorolaco
Diazepam

Tijeras quita puatos

Tapones-adaptador Luer-Lok

Jaulas metabélicas

33



Lista de reactivos
Alcohol etilico omnisolv grado HPLC
Acetonitrilo omnisolv grado HPLC
Metanol omnisolv grado HPL.C
Acetato de Etilo omnisolv grado HPL.C
Agua bidestilada
Solucién glucosada al 5% (DX-5 Pisa™)
Reactivos del analizador quimico ASCA LDM™ quimico Merck®

Reactivos del analizador hematol6gico CELL-DYN 1400 CS ™ Abbot®

Material y equipo analitico
Analizador quimico ASCA LDM™
Analizador hematol6gico CELL-DYN 1400 CS ™
Tubos de vidrio de 5 ml con EDTA (Vacutainer®)
Crio-tubos de 2 ml (Nalgene®)
Cajas criogénicas para crio-tubos de 2 ml {Nalgene®)
Tubos de vidrio 13 x 150 con tapén de rosca (Pyrex®)
Tubos Eppendorf de 1.5 ml
Pipeta automdtica, 10-100u1 (Eppendorf)
Pipeta automdtica, 100-1000x1 (Eppendorf)
Puntillas para pipetas automaticas

Micro-centrifuga 5415 C (Eppendorf)

34
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Vortex (Scientific/Products™ )

Ultra congelador Reveo™ Modelo ULT 1386-7-A30

Centrifuga refrigerada Beckman-Coulter™ modelo allegra 6KR

Balanza apalitica Metter Toledo™ modelo AB204

Membranas de 0.45mm de tamaiio de poro (Millipore™)

CromatSgrafo de liquidos Agilent® modelo 1100 con detector ultravioleta visible.
Cromatédgrafo de liquidos Agilent® modelo 1100 acoplado a un espectrémetro de masas
Columna ODS Hipersil con 5 pgm de tamaiio de particula, de 100 mm de lengitud y con

un didmetro de 2.1mm.

Programa estadistico

winNonlin 2.1

2.2 METODOS
Cntenios Je inclusion:

Perros Beagle de ambos sexos de edad comprendida entre 1 y 2 aftos, con un
pesa corporal de 9 a 15 kilos, desparasitados, con las vacunas de rabia, parvovirus,
hepatitis y leptospirosis, alimentados 360 gramos diarios de Eukanuba®, sin
manifestaciones de enfermedad aparente, con pruebas de laboratorio, como biometria
hematica, perfil bioquimico y examen parcial de crina deatro de los limites normales

para la especie. (Anexo 2}
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Criterios de exclusion:
Perros Beagle que no cumplan con el estindar de su raza, que hubiesen sido
utilizado previamente para cualquier experimento, que hubiesen recibido cualquier

tratamiento médico en los Gltimos 60 dias, prefiez y agresividad manifiesta.

Disefio experimental

Procedimiento quirirgico

Los perros fueron sedados con xilacina i.v a razéam de 2 mg/Kg y sulfato de
atropina a una dosis de 0.045 mg/Kg.** Se rasur$ el miembro anterior izquierdo y el
reborde costal derecho. Se iustalo un equipo de vepoclisis Flebotec® en el miembro
antenior izquierdo para la administracion de solucidn salina al 0.9%, y pentobarbital
sddico como anestésico, a una dosis de 30 mg/Kg. Una vez colocado el perro en 1a mesa
quirdrgica se practico una incisién en el reborde costal derecho de 7 cm de longitud en 4
tiempos, se localizd y aislé la vesicula, se vacié su contenido por puncidn y se introdujo
una sonda de alimentacién pediatrica calibre # 20; a esta sonda se le hicieron con tjera,
5 arificios 1aterales para facilitar el flujo biliar e impedir su obstruccién. La sonda se fi}6
a la vesicula con una jareta, se comprobé su permeabilidad y s¢ le colocé en ¢l extremo
distal un tapén adaptador Luer-Lok. Se suturaron los planos quirdsgicos y el extremo
distal de [a sonda com su tapdn se {ijo a misculo con sutura po absorbible y quedo

cubierta por la piel del ammal.
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Fig. # 9 Drenaje de vesicula (A) y verificacion de la colocacion de la sonda con su tapén

en la vesicula (B).

Por el equipo de venoclisis se administré como analgésico ketorolaco a una dosis
de 30 mg. como dosis inicial y otros 30 mg. via intramuscular a las 12 horas. Por via

intramuscular se administré metamizol a una dosis de S00mg cada 12 horas.

Adicionalmente, se les administré con fines profilacticos, por via endovenosa
cefalotina, 500 mg metronidazol 500 mg y amikacina 100 mg. Los antibiticos y

analgésicos se administraron a la misma dosis cada 12 horas por tres dfas,“****4749

30 dias después de su intervencién quirdrgica se consideraron los perros como

aptos para el estudio farmacocinético, siempre y cuando cumplieran con sus criterios de

inclusién y exclusién .
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Procedimiento de administracida de la T-514 y toma de muestras

Procedimiento para la preparacién de la T-514.

La T-514 se conservé a una temperatura de -80° C y cubierta con papel aluminio
para evitar la degradacidn por la luz. Doce horas antes de ser prepararla se pesé al perto
para conocer la cantidad de T-514 necesaria y se pesé en la balanza analftica. La
cantidad de T-514 ya pesada, se colocd en un tube de vidrio de 13 x 150 mm. Se le
apregé alcohol etilico grado HPLC y solucidn glucosada al 5 % en una relacién 1:1 para
evitar su precipitacién y oxidacién. A continuacidn se agito en vortex durante 1 miauto
para lograr su disolucion. La solucidn asf hecha fue utilizada deatro de los siguientes 15

minutos.

Procedimiento para {a admiuistracién de la T-514.

La admigistracidn de la T-514 se llevé a cabo por tres vias distintas (intravenosa,
intraperitoneal y oral} y a la dosis de 1, 2 y 3 mg/Kg de peso. Estas dosis fueron
seleccionadas de acuerdo al criterio de Gottlieb (1975) de iniciar el estudio posolégico
de auevos medicamentos antineoplésicos, con una dosis equivalente a 1/3 de [a dosis
letal 10% de la especie animal mas sensible y posteriormente incrementarla en un 100%.
Por tal razén, se utilizd como magnitudes de dosificacidn 1, 2 y 3 mg/Kg de peso, por
ser las primeras dos dosis potencialmente terapéuticas y la tercera por ser una dosis sub-

letal.
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Para esto se utilizé un esquema de aplicacién cruzada (CROSS-OVER) segiin

figura adjunta.

AIVIMIVBIV AO MO|BO | AP MP BP
MIVIBIV|AO MO BO | AP |[MP | BP |[AIV
BIV,AO|/MO BO | AP |[MP BP |AIVMIV
AO MO BO|AP |[MP | BP AIVIMIV|BIV
MO | BO AP MP | BP AIVMIV|BIV | AO
BO| AP MP BP AIV/MIV|BIV|AO MO
AP |[MP | BP AIV/MIV BIV|AO MO BO
MP | BP AIVMIV|BIV/|AO MO | BO | AP
BP AIV/MIV BIV/AO MO | BO | AP MP

Donde A es alta =3 mg/Kg, M es media = 2 mg/Kg y B es baja =1 mg/Kg;
y IV = intravenosa, IP = intraperitoneal, O = oral

Fig. # 10 Esquema de dosificacién y via de administracién.

Procedimiento para la administracién de la T-514.

48 horas antes de la administracién de la T-514 se le tomé al perro una muestra
de sangre para perfil bioguimico, biometria hemética y una muestra de orina controles
para comprobar que el perro se encontrara dentro los criterios de inclusién. El animal
permanecié en ayuno 12 horas y fue mantenido previé al estudio en aislamiento (fuera

de estrés).
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Previamente identificado con un edmero, que conserve durante todo el estudio, a
cada perro se le rasur las cuatro patas paru poder visualizar mejor las venas. Y se le
tomé una muestra de sangre previa a la administracidn, de la T-514 a la que llamamos

tiempo 0.

Para su administracién intravenosa de la T-514 se le colocd ua catéter intracat
nimero 20 en el miembro anterior derecho, y solo por esta via se administré el
medicamento con una jeringa de 10 mL. Lo cual se hizo en bolo y en un periodo no
mayor a 20 segundos. Los otros tres miembros, anterior izquierdo, y posteriores, se

utilizaron para la obtencién de muestras de sangre.

Para la administracion oral de [a T-514 se llevo a cabo en bolo en ua periodo no
mayor a 20 segundos y se utilizd para ello una pajilla de inseminacién adaptada a una
jeringa de 10 mL. Se utilizaron los 4 miembros del animal, para la obtencidn de

muestras de sangre.

Para la administracién intraperitoneal se utilizd upa jeringa de 10 mL con aguja
de 22 x 32 y se inyect§ en la linea media a nivel del ombligo (sitio donde el pelo de la
regién abdominal cambia de direccién) en un tiempo no mayor a 20 segundos. Se

utilizaron los 4 miembros del animal, para [a obtencidén de muestras de sangre.
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Procedimiento para la obtencién de plasma en perros.

Se utilizaron las cuatro patas del perro, excepto en el caso de la administracién
intravenosa, en donde se utilizaron solo 3 patas evitando usar la pata en la que se le
administro la T-514. El volumen de la muestra sanguinea fue de aproximadamente 5 mL.
a los siguientes tiempos: dosis 1 (1 mg/Kg) 0.0083, 0.0167, 0.0333, 0.0833,0.25,0.5, 1,
2,3,4,6,8y 12 horas. Para la dosis 2 (2 mg/Kg) se tomé una muestra adicional a las 24
horas. Para la dosis 3 (3 mg/Kg) adicionalmente de los tiempos mencionados, a las 18,
24 y 30 horas. Las muestras de sangre asi tomadas se centrifugaron a 3000 r.p.m en

centrifuga refrigerada a 5° C y el plasma de cada muestra se conservé a - 80° C.

Fig. # 11 Representacién de las tomas de sangre en distintas patas.
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Procedimiento para la toma de bilis.

Previamente a cada perro se le verificé la permeabilidad de la sonda colocada en
la vesicula biliar. Se tomé una muestra inicial de bilis para vaciar la vesicula y tomarla
como tiempo cero, y posteriormente se tomé 2 ml aprox. a los siguientes tiempos: 2, 4,
6,8 y 12 horas para la dosis de 1mg/Kg , adicionalmente a horario anterior se tomé a las
I8 y 24 horas para la dosis de 2 mg/Kg y finalmente para la dosis de 3 mg/Kg se tomé

una muestra mas a las 30 horas. La bilis se conservé a -80° C.

Fig. # 12 Representacién de la toma de bilis a nivel subcutédneo.



PROCEDIMIENTO ANAL{TICO

Para la extraccion de la T-514 de las muestras de plasma y bilis se utilizé el

método descrito por Salazar y cols. “”? modificado y validado G6mez-Silva. @V

Extraccién de plasma

Se tomaron 250 uL de plasma y se colocaron en un tubo Eppendorf de 1.5 mL +
500 uL de acetouitrilo. El tubo se agité durante 30 segundos en Vortex y se centrifugd
durante 10 minutos a 3000 r.p.m. A continuacién, el sobrenadante se transfiné a otro
tubo Eppendorf y se centrifugd durante 3 minutos a 7000 r.p.m. El sobrenadante se filtré
en membrana de celulasa de 0.45 um de pore y se transfirié a un vial para su andlisis en

HPLC coa detector de ultravioleta visible.

Extraccidn de bilis

Se tomé [ uL de bilis y se colocs en un tubo Eppendorf de 1.5 mL + 1000 4L de
agua/metanol (1:1). El tubo se agité durante 30 segundos en Vortex y se centrifugd
durante 10 minutos a 7000 r.p.m. El sobrenadante se filtr6 ¢en membrana de celulosa de
0.45 ym de poro y se transfirié a un vial para su anélisis en HPLC con detector de

masas.

Determinacién de T-514 en plasma
Se utilizé un cromatdgrafo Agilent modelo 1100 con detector ultravioleta

visible; con una columna ODS Hipersil con 5 gm de tamaiio de particula, de 100 mumu de
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longitud y con un didmetro de 2.lmm; cantidad ipyectada 7 uL; cromatografia de

gradiente; eluentes: A) Metanol, B) Agua-Acetonitrilo-Acido acético (70:30:1,6)

Tiempo(min.) oA %8B
04 65 3s
4-6 100 0
68 100 0
3-10 65 35
Flujo: 0.4 ml/min. Temperatura: 25.0 °C Longitud de Goda: 410 am.

Determinacién de T-514 en bilis

Se utilizé un cromatégrafo Agilent modelo 1100 con detector de masas modelo
SL.; Con una columna Synergi de 4 pm de tamaiio de particula, de 150 tnm de loagitud
y con un didmetro de 4.6 mm. Cantidad inyectada 5 pL: cromatografia isocritica.
Eluente: acetonitrilo-metanol-acetato de amonio 50 mM-tetrahidrofurano

(220:95:170:15); Flujo: 0.7 mlL/min; temperatura: 50.0 °C. lon monitoreado 515.1 m/z.

(11. 5. 52)

Validacién del Método Analitico (plasma)

Los pardmetros validados fueron: linealidad, precisién, exactitud, % de recuperacién y

estabilidad (Anexo 3).



2.23 ANALISIS FARMACOCINETICO Y ESTADISTICO

Se utilizé el paquete computacional winNonlin 2.1



CAPITULO3

RESULTADOS

Estudio preliminar:
En el estudio preliminar no se encontré T-514 en orina ni en heces fecales. Se
demostrd la presencia de la T-514 en plasma y bilis, por lo que el estudio definitivo solo

se refenird a estas dos matrices biolGgicas.

Estudio definitivo:

A continuacion se presentan tabular y gréificamente las concentraciones
plasmaticas de T-514 en ug/mL, encontradas después de su administracidén por distintas
vias y dosis. Las representaciones grificas conservan jmcialmente las mismas escalas
para poder apreciar la magnitud comparativa entre las distintas vias de administracidn.
En segunda presentacidn aparece modificada la escala de tiempo coun la intencidm de que

se aprecien los concentraciones plasmdticas en los primeros tiempos de muestreo.

En el anexo 4 se aprecian los cromatogrdmas de las muestras plasmdticas de un

perro al que se le administré la T-514 a las tres diferentes dosis por via endovenosa.
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Tabla # 1

¥ thoras) P} P2 P3 [ ) | 43 Ps P8 r9 Prom. | D-EST, .—‘

oo | | L. ] ]

0.0883 - 7218 5095 8957 5.272 - 8249 6557 | 6396 | 1568 ‘
049167 5 6.270 506 6327 5371 7.267 5605 | §.984 | 8801
04333 - 5.195 4080 4495 4153 - 4411 4224% | 4422 | 0411
0.0833 - 3079 2622 2519 2364 - 2914 2012 | 2685 | D264
02500 a 1.96¢4 1.962 1650 1371 = L.792 2001 | 1823 | 6.182
0.5000 1.530 1.571 1.3 1.264 L.519 1613 1467 | B146
| 10000 - 1.2M 1215 | L139 1012 - 1.143 1314 | L1384 | Q110
2.0000 5 Q955 1008 0974 0.796 - LDI2 1042 | 0965 | D.OSS
3.0000 = 0.831 0857 0.785 0.670 0.793 0818 | 0.793 | 0065
4.0900 0.735 0.703 0.755 0.350 - 0.652 0688 | 0631 | 0473
5.0800 - U706 U542 0513 0447 - 0527 0530 | 0544 | 0086
8.0800 - 0.516 0.518 0445 0370 - 0.465 045 | 0462 | 04054
L_12.0000 - 0.497 0447 033 G2 0.417 0437 | 0408 | 0.072

Concentraciones plasmsticas de la T-514 (xg/mlL) via Endovenosa

Dosis: 1| mg/Kg
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Grifica # 1 A. Representacién grifica de los valores promedio de la tabla # 1
modificada la escala de tiempo.



49

Tabla # 2

T (horas) | P1 P2 | p3 | p4a | Ps | P6 | P17 | P8 | P9 |Prom. |D.EST.
0.0000 : - - - - - - ? = - -

0.0083 | 12.604 | 17.156 | 15904 | 18.582 | 15.593 | 21.889 | 21.340 | 16.310 | 15.181 | 17.173 | 2.985
0.0167 | 10942 | 14934 | 11.722 | 18.825 | 13.526 | 15.182 | 15515 | 15.746 | 12380 | 14.308 | 2.435
00333 | 8963 [12749| - |12054|93% [11297|10753| - | 7263 | 10353 | 1919
00833 | 6383 | 6375 | 7301 | 7.064 | 58% | 5688 | 5330 | 6.508 | 5011 | 6172 | 0761
02500 | 4018 | 4219 | 4.163 | 5044 | 4435 | 4043 | 4139 | 4578 | 3536 | 4242 | 0418
05000 | 352 | 3311 | 3156 | 3781 | 3387 | 3352 | 3654 | 3656 | 2821 | 3.405 | 0.295
10000 | 2730 | 2482 | 2817 | 2992 | 2663 | 2526 | 3.058 | 3.039 | 2230 | 2.726 | 0282
20000 | 2150 | 1838 | 2064 | 2314 | 2004 | 2046 | 2266 | 2316 | 1795 | 2.088 | 0.193
30000 | 1682 | 1719 | 1703 | 1982 | 1683 | 1643 | 1733 | 1844 | 1.536 | 1725 | 0.126
40000 | 1393 | 1393 | 1.509 | 1.769 | 1461 | 1371 | 1418 | 1.665 | 1.201 | 1.464 | 0.168
6.0000 (| 1136 | 1,180 | 1264 | 1422 | 1062 | 1182 | 1259 (| 1302 | 0977 | 1198 | 0133
80000 | 0816 | 1267 | 1071 | 1.182 | 0971 | 0838 | 0870 | 1.169 | 0.800 | 0998 | 0.179
120000 | 0625 | 0763 | 0841 | 0838 | 0.748 | 0653 | 0680 | 0856 | 0771 | 0753 | 0.085
240000 | 0349 | 0569 | 0601 | 0598 | 0485 | 0416 | 0460 | 0553 | 0502 | 0.504 | 0.086

Concentraciones plasmaticas de la T-514 (xg/mL) via Endovenosa

Dosis: 2 mg/Kg
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Grifica # 2. Representacién grifica de los valores promedio de la tabla # 2.

30 4
25 4
lé*o
7
g 15
Y10

o , , 1

0 s 10 15 20 25 30

Tiempo (min)

Grifica # 2 A. Representacién grifica de los valores promedio de la tabla # 2

modificada la escala de tiempo.
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Tabla #3
T thorns) | P} | } &) P4 Ps P8 ?9 | Prow. | D.EST,
0.0000 - - - - - - -
0.0083 - 29488 | 27418 | 34952 | 26330 20256 | 20.560 | 26.536 | 5584
00167 0 22773 | 18883 | %199 | WK 15089 | 11749 | 19.504 | 5.743
0.0333 - 12777 | 20239 | 16970 10279 | 5982 [ 13.250 | SS90
0.0833 11031 | 8305 [ 9208 | 9509 7372 | 6340 | 8494 | 1714
0.2800 - 7618 6.152 5873 6.346 6419 | 4789 | €283 | 9952
0.5000 . 5961 | 45% | 4827 | 5137 4911 | 3.597 | 4838 | @.769
10000 - 4.569 3988 4516 4055 4084 | 3053 | 4036 | 0545
2.0000 - 3.592 3078 3677 2877 2886 | 2347 | 2068 | 0485
30000 ¢ 24583 | 2900 | 2939 | 20624 2716 | 1.8% | 2580 | 0404
4.0000 - 2397 2.511 2432 2308 2.2 L9853 | 2306 | 9.1%0
&.9000 1.892 210 2153 1.2%0 1.584 L5%) | 1.765 | 0357
8.0000 . 1628 | 1730 | 1828 | 1457 1.541 | 1330 | 1.586 | 0.182
12.0000 - 1312 | 121 | 1361 | L1ST LO39 | 1216 | 1224 | @115
15.0000 1.0 | 1024 | 0967 | 0858 0669 | 0614 | 0861 | 0.168
24.0000 = Q.833 0.388 0834 Q.75 0617 | 0692 | 0.770 | 0.102
300000 0792 | 075t | 0783 | 058 0504 | 0573 | 0666 | QL2

Concentraciones plasmiticas de la T-514 (ug/mL) via Endovenosa

Dosis: 3 mg/Kg
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Griéfica # 3. Representacién grifica de los valores promedio de la tabla # 3.
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Griéfica # 3 A. Representacién grifica de los valores promedio de la tabla # 3

modificada la escala de tiempo.
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Griéfica # 4. Representacién grifica de los valores promedio de las tablas # 1, 2y 3.



Tabla #4

T(hoeas) | P P2 P3 P4 (5| 6 PT_|P8{ P? | Prom. |[DEST
0.0000 = - - - - < < s -
00083 - 4922 032 - - | 2335 | 28519 | 2316
90167 = § 3806 “ - | oz < . - | 2018 [ 2529
00333 - I 3.401 : - | 020 . - | auss | 2284 | LT
00833 - - 2576 - - Ulll - 1.786 1491 1.25%
0.2500 ! 1497 : - | 0240 [ 0432 [ - | 1721 | 0399 | as27
05000 | 0146 | - 1.145 ; -] 6242 | 0199 | - | 1068 | 0360 | 0501
10000 | 0388 | 0440 | 0890 | o4 | - | 0401 | 0200 | - | 0883 | o520 | 0263
20000 [ 0517 | o720 | 0816 | 0720 | - | 0555 | 0515 0673 | 0445 | 0117
30000 (o546 | 0713 | 068 | 0713 | - | as70 | aes | - | 0585 | 0637 | o070
a0 | 0sz7 | 0607 | 0637 | 0607 | - | u49s | 0707 | - | use2 | oswe | o3 |
60000 | 0376 | 0635 | 058 | 0635 | - | 0444 | 0&x9 | - | 0495 | 0537 | @106 |
80000 | 0416 | 0518 | 0410 | 0518 | - | 042 | 0577 | - | 0488 | 047 | 0.087
120000 | 0354 | 0458 | 0343 | 0453 | - | 03% | 0448 | - | 0339 | 0394 | 0.057

Concentraciones plasmiticas de T-514 (gg/ml) via Oral

Dosis: 1 mg/Kg
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Grifica # 5. Representacién grifica de los valores promedio de la tabla # 4.
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Grifica # 5 A Representacién Gréfica de los valores promedio de la tabla # 4

modificada la escala de tiempo y de concentracién.



Tabla#$
T(horas) | P1 P2 B3 P4 Ps Ps | ¢ P | Prom. | DEST.
0.0000 5 - - - = - - = = -
4.0083 = = 21872 - | 8318 | - - [ 13623 | 11468
0.0167 - 97X 525 | - - | 7478 | 3186
0.0333 - ¥ - 7419 - lama{ - - | 6065 | 1914
9.0833 - louss ! - 4z - |29 - - | 2434 | 2137
I 0.2500 o1& | - 2843 - | 2325 | 02589 0244 | 1167 | 1.307
05000 | 0311 | 0310 | - 2488 | 0322 | 1775 | 0462 0318 | 0855 | a.397
10008 | 0518 | 0424 | 0316 | 1941 | 0510 | 1465 0506 041 | o761 | 0.599
r_z.moo 0.564 | 0821 | 0576 | 1660 | 0715 | 1.239 | 0767 0492 | 0854 | 0,400
30000 | 0566 | 08% | 0764 | 1480 | 0783 | 1187 | 0853 053 | 0883 | 031¢
40000 | 052 | 077 | 0736 | 1512 | 1920 | 0965 | 0.797 0525 | omss | 0318
60000 | 0505 | ¢915 | 0679 | 1130 | o904 | 088S | 0.7%0 05Uz | e781 | 0218
| 80000 | 0455 | 0677 | 0SY6 | 0945 | O7 | 0732 | 06I6 0431 | 0659 { 0169
120000 | 0468 | 0650 | 0482 | 0713 | 0654 | 0681 | 0533 0387 | 0571 | o.19
180000 | 0374 | 0515 | 0446 | 0545 | 0495 | 0560 | 0472 0317 | 0465 | 0.084

Concentraciones plasmiticas de T-514 (ug/mL) via Oral

Dosis: 2 mg/Kg
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Grifica # 6. Representacion grifica de los valores promedio de la tabla # 5,
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Grifica # 6 A. Representacion grifica de los valores promedio de la tabla # §

modificada la escala de tiempo y concentracién.



Tabla # 6
Tthoras) | P11 | P2] P3 [Z »s T3 7 P9 | Prom. [D.EST.
0,0000 - - N - N -
0.0083 - - - : : -
w0167 — | ~ - . : : . . - -
00333 I & - . - - 3 " .
0.0833 - - . - - - - 0223 .12 -

. 02500 | 068 | - [ 0224 | 032 - - 04T 0580 | 045 | 0.181
05008 | 0889 | - | 0491 | 0533 | 0307 | 0757 | 0¢84 0672 | 0419 | 0192
10000 | 1288 | - | 097 | 09™ | 0578 | 1078 | 08% 0806 | 0938 | 0222
220900 1687 - 1.366 1.3 Q.726 1471 1744 1.190 1.384 } 0345
30000 | 1832 | - | 1380 | 1516 | 0751 | 16i0 | 200 1460 | 1507 | 0398

Jl 4.0000 1.740 - 1411 1913 0 588 1309 1.945 1272 1525 | 0484

jL 60000 | 1502 | - | 1509 | 1442 | 0561 | 1347 | 1593 1161 | 1295 | 838
BO000 | (2% | - | 4531 | 1224 | 0493 | 1100 | 1429 1069 | 1162 | 0338

{ 20000 | 1015 | - | 1035 | 0999 | 0327 | 1019 | (045 0840 | 05897 | 0261
180000 | 0939 | - | 1085 | 0944 | 0352 | 087% | 0938 0815 | 0847 | 0231
240000 [ 089 | - | 0871 | 0T | 0295 | 0788 | 0632 055% | 0479 | 0203
30.0000 2 . g 2 = 2 . = =

Concentraciones plasmiticas de T-514 (yg/mL) via Oral

Dosis: 3 mg/Kg
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Grifica # 7. Representacion gréfica de los valores promedio de la tabla # 6.
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Grifica # 7 A. Representacién gréifica de los valores promedio de la tabla # 6

modificada la escala de tiempo y concentracién.
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Griélfica # 8. Representacion grifica de los valeres promedio de las tablas # 4, S y 6.
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Tabla #7
[ T (horas) | PI1 P2 F3 P4 PS re r7 P9 ( Prom. | DEST.
. L.
0.0000 . . - - . . - -
| " 0.0083 ] ) - | resas [ 0272 | 3384 | 0757 - | 1518 [ 137
l 0.0167 3 - - 1586 | 0358 | 3386 | 1676 - 1751 | 1248
[ 0.0333 - 1377 | 0306 | 2070 | L7441 1624 | 1.140
( 00833 - - . 1659 | 0334 | 2525 | 2488 0.151 | 1345 | 1.e54
ozsee - i . 1336 | 0342 zuil 1.772 019 | 1145 | oxes
]’;.5000 0.193 0.166 - 1019 0451 1852 FIJW 9217 | @.75 Oﬂ
') 10000 | 0277 | 0458 - 048 | 0439 | 1244 | 0782 0287 | 0435 | 0.367
r:.om 0450 | 0.606 0901 | 0591 | 1073 | 085 0332 | 0497 | 0268
Fm 0898 | 059 | 0152 [ 0877 | 0589 | 095 | 0.761 0364 | 0.649 | 0282
‘ 40e00 | 0867 | 0592 | 0141 | 0847 | 0595 | 0907 | Q710 0350 | 0626 | v2ee
| &0000 | 1979 | U562 | 0100 | 0791 | 0.686 | 0684 | 052 0346 | 0586 | 0291
)limoo 0757 | 0550 Cigf 0589 | 0583 | 05m 035 | 0534 | o198
| 120008 | 0752 | 0570 | 0100 0 | 0577 | 0491 | Gass | 0354 | 0,495 | 0.198 |

Concentraciones plasmiiticas de T-514 (ug/mL) via Intraperitoneal

Dosis: 1 mg/Kg



Tiempo (min)

Grifica # 9. Representacion grifica de los valores promedio de la tabla # 7.
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Grifica # 9 A. Representacién gréfica de los valores promedio de la tabla # 7

modificada la escala de concentracion.



Tabla #8

Thoras) | F1 [22| 3 ré Ps e F7 P | Prom. |D.EST.

0.0000 - - - - - - - 2 2 -
| 0.0083 S I G 5 : - -

00187 | 0.162 | - . - E o162 <
0.0333 0251 | - - - 0229 | 024 | 4015
00833 | 0303 | - . . - n - 0221 | 0262 | 0.0S8
02500 | 033 | - 07l | uzm : 072 0362 | uz86 | a4
ase00 | 0z™ | - - 0674 | 0371 - 0362 6385 | o414 | 0151
1.0000 0475 | - | 0340 | 095 | 0654 - 0.552 0478 ILS')'S—l 0211
20000 | Os3L | - | 038, | 1033 | 0747 - 0.632 0558 | 0647 | 0224
2.0000 0451 ) - ) 0345 |} 1116 | 0739 - 0.532 0.541 04621 | 0275
40000 | D487 | - | 0340 | L1100 | 0737 | 0224 | 0644 0501 | 0576 | 0288
60000 | 0452 | - | 0389 | 1052 | 0735 | 038 | 065 0453 | 0.5¢7 | 0270
20000 | 0433 | - | 0432 | 0882 | 0650 | 0308 | 0463 0444 | 0545 | 0196
120008 | 048 | - | 0500 | 0816 | 0606 | 0305 | 0644 0400 | 0537 | 0.169
16.060G | 0.527 { - - = - - = 0392 | 0.480 | 0.098

Concentraciones plasmiticas de T-514 (ug/mlL] via Intraperitoneal

Dosis: 2 mg/Kg
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Griéfica # 10. Representacién gréfica de los valores promedio de la tabla # 8.
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Grifica # 10 A. Representacién grifica de los valores promedio de la tabla # 8

modificada la escala de concentracion.



Tabla #9

|

Thoras) | PI P2 P PA [ PS5 | PE r P8 | P9 | Prom. [DEST.
0.0800 - - - . . 3 - - - - .
00083 | 1332 [ - < [19% [ 0304 [ 65% | - - [ oma | 2226 | 2492

T 00167 | 1545 | - - |25 |0z 6917 | - < | 2060 | 2589 | 2530
00333 [ 2230 - |omr|227 03 7338 - - 13502 [ 2629 | 2636
00833 | 2698 | - [o0132] 1732 [ 0487 | 7346 | Q124 | - | 3864 | 2298 | 2391
0.2500 2167 J U164 | Q169 | 1720 ) 0384 | 5026 | 0.197 | 0278 | 3.247 1483 | w731
05000 190L [ 0306 | 0300 | 1606 | 0494 | 4152 | (0375 | US14 | 2554 | 1387 | (.33
1.0000 1774 | 0542 | 0445 | 1367 | 0657 | 3685 | 0500 | 0707 | 2153 | 1314 | 1081

| 20000 [ 1496 [ 0740 | 0668 | 1273 | @787 | 2652 | 0.5% | 0876 [ 1902 | 1220 | 0708
30000 | 1415 | 0790 | 0788 | 1.160 | 0691 | 2430 | 0.576 | 0913 | 1724 | 1165 | esoL
40000 | 1281 1079 [ 078 | 1.18L | 0690 [ 2247 | @618 | 0932 | 1366 | 1996 | @508
5.0000 L1211 | 730 | 0.79 | 1096 | ST L8392 ) Q357 | ¢886 [ 1.271 | 0966 | €451
BOOM® | (92} ) 0623 | 0678 | . | 0491 | 1415 Bm 0634 | 097 | 0776 | @317
120000 | 0800 | 0.572 [ - - | 0504 1350—[ 043 | 0650 | - | @75 | 0338
18.0000 . . . a - 0.930‘{ Q4l7 [ 051t | - | 0s20 [ €273

24.0000 : : : 2 - : : = . .

Concentraciones plasmiticas de T-514 (pg/ml.) via Intraperitoneal

Dasis: 3 mg/Kg
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Grifica # 11. Representacién gréfica de los valores promedio de la tabla # 9.
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Grifica # 11 A. Representacién grifica de los valores promedio de la tabla # 9

modificada la escala de concentracion.
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Grifica # 12. Representacién grifica de los valores promedio de las tablas # 7, 8 y
9.



Tabla # 10

Teempo (hrs) | P1 [ 3 P4 s 2] P | Prom. | DE
T T - < . " < . -
20 . 159 | 068 . = 0704 | 040 | 0826 | 0416
a0 1252 | 1625 | 1183 | 0620 | 1642 | 0916 | 1233 | 1216 | 0351
0 (336 | L0 | 1470 | 0753 | 1299 | LO6l | 141z | 1208 | G232 |
80 (130 | 095 [ 1120 | OR25 | 1285 | 0883 | 0987 | 1026 | 0149
129 065 | 0600 | 0960 | 0.536 | 0937 . 0773 | 0743 | 162
2490 - = _ _ Z p "

Concentraciones de T-§14 en bifis (yg/mlL)} via Endovenosa

Dosis: 1 mg/Kg



Tabla # 11
Tlemnpo Pl r r3 P4 s P rT | o P8 | Prom. | D.E,
q - = - - - = = s
2 1.398 | Q81 | 1639 | 0146 | 1365 | 1014 | 3106 | 1985 | 1.775 | 1401 | €912
4 LBIO | 0523 | 2449 | 0562 | 2196 | 2403 | 2821 | 2157 | 2678 | 195 | 0353
6 1359 | 0662 | 1882 | 0741 | 2166 | 2418 | LS03 | 1436 | 2220 | 1643 | 0636
3 (.132 - 1.267 | 1145 | L1774 | 1651 | L297 | 1827 | 1859 | 1494 | 0314
12 1033 | 0514 | Q774 | 0350 | G853 | 0941 L279 | 0967 1345 | 0896 | 0323
18 0324 - - - - - - - - 0324 -
AV WA " . 3 N . N N s N

Concentraciones de T-514 en bilis (ug/ml ) via Endovenosa

Dosis: Z mg/Kg




Tabla # 12

Tiempo( Hrs) P2 P3 P4 PS P9 P8 Prom. D.E.
0 - B B 2 = = = =
2 5444 4.838 0.662 2875 3342 3.060 3370 1.681
4 4315 4497 2325 4418 3222 2.887 3611 0923
6 3.895 2937 3.005 4217 4442 1.788 3381 0.997
8 2611 3.199 3.098 3.762 2701 2222 2932 0.538
12 2048 1.918 2.063 29540 1.669 1.972 2102 0435
i8 0.706 0.762 0.545 0.969 1.805 1.105 0982 0449
24 0471 0.589 0400 0.549 1.159 0.786 0.659 0278
30 - 0.151 0.219 - - 0.185 0.048

Concentraciones de T-514 en bilis (ug/mL) via Endovenosa

Dosis: 3 mg/Kg
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Grifica # 13. Representacién grifica de los valores de las tablas # 10, 11 y 12.

Conc. ug/mi
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Griéfica # 13 A. Representacién gréfica de los valores de las tablas # 10, 11 y 12
modificada la escala de concentracién.



Tabla # 13

Tlempo L 3 P2 P rs Ps ¢4 r Prom. DE.
[ - - - . - " 5
2 045 0239 0324 0213 a37 1922 0.538 063
) 4 0325 | 0710 | 029 | 0564 | 0243 | 039 1804 | 0616 | 0549
\ € 0337 | 093 | vase | 0572 | 048z | Q35] 1223 | o621 | 0333
( 8 2478 1147 | 0499 | 0499 | 0461 | 0473 | 0969 | 0647 | 0286
L 12 0205 | 0439 | 0436 . 040 - 032 | 0375 | 0097

Concentraciones de T-514 en bilis (g/ml.) viz Oral

Dosis: 1 mg/Kg
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Grifica # 14. Representacién grifica de los valores promedio de la tabla # 13.
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Grifica # 14 A. Representacién Grifica de los valores promedio de la tabla # 13

modificada la escala de concentraciéon y tiempo.
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Tabla # 14

Tiempo | P1 P2 P3 P4 Ps P6 P7 P9 | Prom. | D.E.
0 2 - i - = = R = -
2 0660 | 0250 | 0288 | 1789 | 049 | 1958 | 0371 = 082 | 0727
4 0902 | 1088 | 0887 | 2670 | 1129 | 3783 | 03% | 0724 | 1444 | 1.151
6 1423 | 1560 | 1.189 | 2387 | 2329 | 3276 | 0885 | 0680 | 1716 | 087
8 082 | 1732 | 0931 | 2874 | 2140 | 2779 | 0404 | 0631 | 1.5490 | 097
12 0432 | 1862 | 0974 | 248 | 1371 | 1892 | 0584 | 0379 | 1248 | 0782
18 3 1131 | 0848 | 1619 | 0638 | 0827 _ 0243 | 0885 | 0464
24 = 0582 | 033 | 0502 - 0.249 - - 0422 | 0149

Concentraciones de T-514 en bilis (xg/mL) via Oral

Deosis: 2 mg/Kg
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Grifica # 15. Representacién gréfica de los valores de la tabla # 14.
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Griéfica # 15 A. Representacién grifica de los valores de la tabla # 14 modificada la

escala de concentracién.




Tabla # 15

Thempo | PL 3 P4 T 1] Pé P7 23 Prom. | DE.
0 - - - - N - - -
2 1485 | 0649 n 0285 | 0316 | 1111 | 1106 | O825 | 0485
4 1426 | 208 | 1037 | 0702 [ 08%2 | 2119 | 21m | 1482 | o6
6 125t | 263 | 1671 | 098 | L2 | 3745 | 3340 | 2204 | 1242
] 107 [ 2391 | 2228 [ 1312 | Lo47 | 4418 | 358 | 2366 | 1227
12 0842 | 1793 | (315 | 0425 | 0939 | 1907 | 2229 [ L3I® | 063%
18 0624 ) 1106 | 0679 | 079 | 0532 | 3410 | 152 | 119 | 1016
U X 0.707 - 14% 2 0314 | 047 | 0739 | 0507

Concentraciones de T-514 en bilis (ug/mL) por via Oral

Dosis: 3 mg/Kg
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Conc. pg/ml

Grifica # 16. Representacién grifica de los valores de la tabla # 15.
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Grifica # 16 A. Representacién grifica de los valores de la tabla # 15 modificada la

escala de concentracion.



0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (hr)

Grifica # 17. Representacién gréifica de los valores de la tabla # 13, 14 y 15,
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Tabla # 16

Tiempo hrs| P1 P2 P3 P4 PS P6 P7 P9 |Prom.| D.E.
0 R B - R 5 - = - - -
2 1315 | 1.187 - 2410 | 0476 | 1437 | 2227 | 1095 | 1518 | 0649
4 1.138 | 2426 | 0501 | 355 | 1261 | 2017 | 178 | 1910 | 2066 | 1.126
6 1563 | 2648 | 0500 | 3535 | 169 | 1283 | 109 | 3277 | 2400 | 1689
8 1997 | 2922 | 0274 | 3281 | 1609 | 1263 | 0813 | 3312 [ 2608 | 229
12 0689 | 1.79% - 1.034 | 1511 | 0812 | 0600 | 2471 | 2614 | 3845

Concentraciones de T-514 en bilis (#g/mL) via Intraperitoneal
Dosis: 1 mg/Kg
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Griafica # 18. Representacion grifica de los valores de la tabla # 16.

0 5 10 15 20
Tiempo (hr)

Grifica # 18 A. Representacion grifica de los valores de la tabla # 16 meodificada la

escala de concentracién y tiempo.
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Tabla # 17

Tiempobrs| PL 2] P4 s M M P9 Prom. | D.E.
) » - - ] “ « - :
P> 1316 | 0798 | 0298 | o054 | 028 [ 188 | 0714 | 091t [ 0706
4 1725 | 0818 | 0818 | 1673 | 0431 | 2757 | 1819 | 1755 | L1160
8 2613 LI | LI | 1781 | 0649 | 3162 | 2264 | 2353 | 1691
8 2.7 1.212 1212 | 2297 | 0588 T 3082 | 3193 2719 | 23%
12 1747 | 1334 | 1334 | 2208 [ 05® | 1917 [ 2975 | 3005 | 3704
18 0812 0849 | 08% | 038 | 086 | 1176 | 3274 | 648

Concentraciones de T-514 eu bilis (ug/mlL) via lntraperitoneal

Dosis: 2 mg/Kg
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Grifica # 19. Representacién gréfica de los valores de la tabla # 17.
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Grifica # 19 A. Representacién grifica de los valores de la tabla # 17 modificada la
escala de concentracién.



Tabla # 18
Tlempo hrs) P rz P3 | P4 | P5 | B6 | 7 | €7 | F3 | Prom. | OE.
] - . . : - - - 5 - : -
2 3925 | 1621 | 0703 | L8®2 | 0390 | 10192 | 166 | 5105 | 153\ | 3002 | 3086
4 445 | 3661 | 214l | 3704 | 1395 | 8074 | 2614 | 7883 | 4179 | 4228 | 2330
" 6 | 4757 | 5944 | 3344 | 4250 | 1966 | 3290 | 3180 | 8327 | 5747 | 4534 | 1.916
8 391 | 5634 | 3771 | 37 | 2592 | 1784 | 3696 | O3B | 72% | 4171 | (710
12 3411 | 5262 | 3.531 | 2285 | - | 0737 | 4461 | 4844 | 6346 | 3860 | 1774
24 [ 095 | russ | GGS6 | 0z88 [ 0517 | - | 0760 | 1131 | 1337 | 0838 | 0355

Concentraciones de T-514 en bilis (#g/mL) via Intraperitoneal

Dosis: 3 mg/Kg
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Gréfica # 20. Representacion grifica de los valores de la tabla # 18.
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Grifica # 20 A. Representacion grifica de los valores de la tabla # 18 modificada la

escala de concentracion.
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Grifica # 21. Representacién grifica de los valores de la tabla # 16, 17 y 18.



CAPITULO 4

DISCUSION

Esta tesis se ha dividido para su discusion en tres secciones: una primera para los
pardmetros farmacocinéticos; una segunda para los objetivos especificos y finalmente

una tercera para la aceptacion o rechazo de (a hipdtesis.

Pardmetros farmacocinéticos

Para la detetminacién de los pardmetros farmacocinéticos se utilizd el paquete
estadistico de winNoulin 2.1.”® Por razones obvias para la determinacién de estos, se
utilizaron los resultados de {a adwinistracién por via endovenosa; ya que ¢l hecho de fa
inyeccién de la T-514 en bolo permite excluir del andlisis el fendmeno de absorcidn y
distribucién inicial. En la tabla siguiente se observan los valares calculados para los
pardmetros de Vida Media(T,,), Volumen de distribucidn, Depuracién, Concentracién
mdxima, Area Bajo la Curva basta la ultima determinacién y Area Bajo la Curva al

wnfinito.



Determinacién de pardmetros farmacacinéticos segin winNonlin 2.4

Parimetro Dosis (mg) |[N| Promedio Desy, Est.
Vida media (hr) 1 6 3.3866 0.1976
9| 3.1645 0.201
3 61 33709 0.3163
vd. L/kg 1 6| 45755 0.8449
2 9] 37395 0.2835
3 6| 3.7402 0.5541
| Depurscién 1 6 0.94 0.2
2 9 0.82 0.09
3 6 0.77 0.09
C max 1 6 6.91 1.55
2 9 17.2 3
3 6 26.54 5.58
AUC 0-t 1 6 8.42 0.84
2 E 25.79 2.49
3 |6 43.08 535
]
AUC 0-» 1 16 10.43 128
2 9 28.1 29
3 6 4631 578
Tabla # 19

De estos parimetros, llama la atencién que la Vida media determinada
previamente por Viader y cols. ““ en el conejo de 3.4 horas, concuerda con los
tresultados obteaidos en el perro y que el Volumen de distribucién obtenido por ellos, si

biea difiere, las diferencias no son de importancia.
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El aclaramiento plasmético en el caso que nos ocupa, corresponde
principalmente a la degradacién de la T-514 en el plasma sanguineo, ya que la
eliminacion biliar es menor a 2 ug/mL y no sobrepasa a la dosis de 1 mg/Kg de peso, los

6 ug/ml a las 24 horas. Cantidades equivalentes se aprecian para las dosis de 2y 3

mg/Kg (Ver tabla # 19).

Los valores de Cm4x guardan correlacién con las dosis administradas.

Fl Area Bajo la Curva del tiempo 0 a la dltima determinacién y el Area Bajo la

Curva del tiempo O al infinito muestran valores concordantes con la dosis administrada.

Objetivos especificos

1. Determinar si la cinética es lineal o no.
De manera evidente la Farmacocinética por via endovenosa, a las dosis utilizadas,

de 1, 2 y 3 mg/Kg de peso corporal es totalmente lineal como se aprecia en la

grafica # 4, y en la tabla # 19.

2. De existir farmacocinética no lineal, establecer su origen.

Por las razones anteriormente expuestas el objetivo 2 carece de justificacion.



3. Establecer la depuracién renal

La ausencia de la T-514 en la orina impide hablar de depuracion renal.

4. Establecer la depuracién biliar.
La eliminacién de la T-514 por via biliar, tal como puede observarse en la grafica #

10 es infima y menos del 5 % del compuesto se elimina por esta via.

5. Establecer la naturaleza metabdlica del compuesto.

Este objetivo ha sido ya contestado en parte en la disertacion doctoral de Gomez-
Silva®™ quien establece que la degradacion de la T-514 in vitro, acontece
principalmente a un pH de 7.3, tanto en un buffer de fosfatos como en plasma de
perro y se transforma en dos compuestos: una antraquinona y una antracenona. La
primera ha sido identificada por la misma autora como la T-510 ya conocida. La
segunda también con un peso molecular de 510 pero con una estructura
antracenonica. Estos compuestos y ningun ofro compuesto identificado como

metabolito fueron encontrados in vivo.

6. Establecer el volumen de distribucién y determinar si es Dosis-dependiente.

Tal como se aprecia en la tabla ¥ 19 el Volumen de distribucion es independiente de

la dosis.

7. Determinar la existencia de compartimientos profundos.

No existen compartimientos profundos, ya que la Vida media permanece lineal

durante el tiempo muestreado como se aprecia en la tabla # 19.



8. Determinar la existencia de circulacién entero hepitica.
Si bien existe eliminacidn biliar, la cantidad de T-514 aparentemente absorbida es

de tal magnitud, que resulia intrascendente la que pudiera reabsorberse.

9. Determinar la Biodisponibilidad absoluta.
Al hacer un andlisis de varianza, llama la atencidn que el drea bajo la curva de la
dosis de ] mg!Kg de peso es de la misma magnitud ranto por via oral como por via

endovenosa (Pendiente de una investigacion posterior).

10. Determinar la existencia de un efecto sarurable de ler paso.
A las dosis de 1, 2 y 3 mg/Kg por via Qral, no se aprecia ningiin efecto en las

concentraciones plasmdticas en relacién al objetivo planteado.

Finalmentc, en vista de los resultados obtenidos, puede concluirse que la T-514 tiene

una cinética de primer ordea, por 1o que s¢ acepta la hipStesis planteada.
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CAPITULO 5§
CONCLUSIONES

1.- §i bien la dosis que debe recibir un paciente es producto de un anélisis
dosis/efecto, las dosis seleccionadas de 1 y 2 mg/Kg de peso pueden considerarse como
terapéuticas. L4 dosis definitiva debe de obtenerse por los resultados terapéuticos que se

obtengan.

2.- La forma y via de administracién mas adecuada serd aquella que permita
sostener una concentracidn uatforme f{rente al 6rgano efector (tumor). La vida media
corta sugiere que para obteper una concentracién de tales caracteristicas debiera
utilizarse {a via endovenosa por infusién continua, cuya tasa serd motivo de uga

investigacién posterior.

3.- Finalmeute el esquema de dosificacion optimo (frecueacia de repeticidn de la

adinimstracion), se ubtendréd de la prictica clinica.



ANEXO |

Peroxisoniicing Al
Lote # 85
Fecha de extraccién del fruto:
Del 30 de aoviembre de 1998 al 21 de junio de 1999.
(diarto ‘extractos’ pagina 17b a 21).

Separacidn por CLAR preparativo:
Del 9 de noviembre del 2000 al 28 de marzo del 2001

{diario 1 de HPLC preparativo pdgina 233 a 240, diario 2 pdgina 1-3).

Purificacién por precipitacidn fraccionada:

4 de abril def 200[(documentado en diario de purificaciém pigina 24),

Peso final del lote # 86 = 2.7 gramos.

Contro| de calidad
1) Umbral de purcza: 946 Aceptable
mayo del 2001
2} Inhibicién de {a catalasz: 31 % Aceptable

Jjunio del 2001 (realizado por Ricardo Salazar y Teresa Zapatta)

3] Citotoxicidad selectiva: Aceptable

4) Cuantificacidn de 1ISQ PA] por medio de RMN de “H de 400 MHz =

5.0% de isoperoxisomicina Al Aceptable



ANEXO 2

Valores hematoldgicos estandarizados para la especie

Biometria hemética: Hgb 12-178 g/dL
Eritocitos 6.4-8 millones/mm’
VPC (%) 40 - 55 fl
Leucocitos 6-20 miles/mm’

Pertil Bioquimico: BUN 1574396 mg/dL
Creatinina 0.8+0.18 mg/dL.
Glucosa 70 - 100 mg/dL
Colesterol 170 -230 mg/dL

Proteinas totales 6202 g/dL.
Albumina 3.12+0.14 g/dL
Bilirrubina Total 0.086 = 0.012 mg/dL
Bilirrubina Indirecta 0.04 + 0.008 mg/dL

Bilirrubina Directa 0. 046 z 0.003 mg/dL

T.G.O 18 - 138 Ul
T.G.P 29-105 Ul
L.D.H 30-90 Ul

Fosfatasa alcalina 14-31 U.I



ANEXO3

Validacién del Método Analitico (plasma):

Linealidad

Rango: 0.25 - 10 pg/mL

Ecuacién de la Curva promedio :
Y=0.24042 + 8.8559X

Coeficiente de correlacion : 0.999

Coeficiente de variacién de las pendientes: 3.364 %

Precisién

A)lntra-Analisis % CV

Concentracion 0.7 ug/mL :5.947
3.5 ug/ml :1.525
7.0 ug/mL :1.644

B)Inter-Anélisis

Concentracién 0.7 pg/mL :7.285
3.5 ug/mL :4.401
7.0 peg/ml. :3.527

Exactitud % error

Concentracion 0.7 ug/mlL :-2.635

3.5 ug/mL :3.467
7.0 ug/mL :0.120

% de Recuperacidn



Concentracién 0.7 pg/mL ;: 97.108
3.5 pg/mL : 96.049

7.0 ug/mlL : 99.522

Estabilidad de 1os extractos en el automuestreador:
Concentracién 0.7 ug/mL: <de 1l hr
35 ug/mlL : <del hr

7.0 pg/ml:<delhr

Estabilidad de las muestras (0.7, 3.5 y 7.0 ug/mL.) en congelacién de —80°C

95
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