UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA

NEFROTOXICIDAD GENTAMICINA DEPENDIENTE.
POSIBLE PROTECCION Y EVALUACION FARMACOCINETICA.

Memoria presentada para optar al grado de Doctor por:

M#* Jesus Perez de la Cruz.



RAFAEL CADORNIGA CARRO, CATEDRATICO DE FARMACIA Y TECNOLOGIA
FARMACEUTICA DE LA FACULTAD DE FARMACIA DE LA UNIVERSIDAD
COMPLUTENSE DE MADRID.

CERTIFICO: Que la presente memoria experimental y bibliografica
para optar al grade de Doctor en Farmacia elaborada por
bn? M* Jesus Pérez de la Cruz, ha sido realizada bajo 1la
direccidén conjunta de la Dra. Pilar Pastoriza Abal y del
Catedratico que suscribe, en el laboratorio de la catedra de
Farmacia y Tecnologia Farmacéutica. Esta memoria se encuentra
concluida por lo gue autorizo su presentacién a fin de que
pueda ser juzgada por el tribunal correspondiente. Y gue para
que asli conste firmo la presente certificacion en Madrid, a

C o . . -7 .
velinticuatro de septlembrefée mil. pOvecientos noventa y uno.

/
_,_{/L‘_} (

£
i



Desec manifestar mi agradecimiento al Prof. D. Rafael
caddrniga, director de este trabajo, quien ya desde 1985 me
facilité todeo su apoyo para realizar la tesina Y
posteriormente me alenté y orientd en la elaboracién vy
finalizacién de 1la presente memoria, contribuyendeo a ni

formacion tanto cientifica como humana.

A la Dra. Pilar Pastoriza co~directora de esta memoria,
quiero agradecerle en primer lugar la ayuda e interés prestados
en la realizacidén de las diferentes partes de este estudio. Sus
conocimientos y criticas constructivas, asi como sus consejos,
me han resultado de un valor inestimable. En segundc lugar
también deseo expresarle mi gratitud por haberme brindado

durante todos estos anos su amistad incondicional y afecto.

A la Dra. Irene Molina gquien de forma desinteresada

colabord y apoyd la realizacidn de este trabajo.

Gracias también a la Dra. Gloria Frutos por haber puesto
a disposicidn de esta memoria su experiencia y conocimientos

matematicos.

Mi reconocimiento a la Dra. Prats, del Servicio de
Dialisis y Requlacidn Humoral del Hospital Clinice de San
Carlos, donde se llevaron a cabo parte de 1los trabajos

experimentales de esta memoria.



De igual forma agradezco a la Dra. Carmen Ochoa, de los
laboratorios Morrith su c¢olaboracidén al facilitar 1la
estabulacidén de los animales de experimentacidén utilizados en

esta memoria, asi como sus conocimientos bioquimicos.

Al Dr. Navarro, del Servicio de Anatomia Patoldégica del
Hospital Ramén y Cajal le agradezco su participacidén en la
interpretacioén de los aspectos histoldgicos realizados en este

estudio.

Por Ultime, a todos los compahneros del Departamento y de
forma muy especial a la seccidén de Biofarmacia por su ayuda

constante, gracias.



A Jorge y Javier

A mis padres



INDICE

INTRODUCCION ............. S ettt e st et 1

. Aspectos generales de la toxicidad
producida por antibiséticos

aminoglucosidoS .. i e i ettt ccreaae et 7

. Nefrotoxicidad inducida por

gentamicina ............ G eme e e e et 23

. Prevencién de la nefrotoxicidad

inducida por gentamicina ......eeeeeeennneaenns 51
OBJETIVO ¥ PLANTEAMIENTO . . ... it ic e eetncennonanens 79
MATERIAL Y METODOLOGIA ...... e e e e et e 87

1.- Técnica analitica v e ui i ie et e e aeeeteaneannnn 89
1.1.- Descripcion del material vy
metodo de trabajo ......... ... e e e, 89



INDICE

il

2.- Material utilizado

3.- Reactivos empleados

4.~ Disefno experimental .......iiiuirinriinnnnnnnn

4.1.-

4.2.~ Protocolo experimental en
animales de experimentacidn .....

5.~ Analisis farmacocinético

5.1.- Modelo farmacocinético Yy

Protocolo experimental en

pacientes insuficientes renales

sometidos a hemeodialisis ........

estimacidén de parametros en
pacientes diabéticos y no

diabéticos durante la sesidn

de hemodldlisie .o i e ittt it e et e eaaeannn

L R L I I I I

--------------------

97

98

99

99

115

128

144



5.2.- Modelo farmacocinético Yy
estimacién de parametros de
gentamicina en dosis multiple.

Estudlo €N CONEJOS . v v et tsneseecnnassonsns

6.~ ANAalisis estadisticCo v ittt it te et te e

RESULTADOS Y DISCUSION ... .. vttt nmnssenvoeesnra

I.~- Técnica analitica ....... e e e et

IT.- La diabetes Mellitus en la
prevencién de la nefrotoxicidad
inducida por gentamicina. Estudio

en pacientes durante la sesion de

hemodildlisis .ot e ottt sttt eaneeeeaanaaan
IT.a.- Analisis farmacoeocinétlco ......c.. . iuenun...
II.b.— COMEentarios v iw et s it smsae e s eense e

INDICE

154

157

lel

163

169

174

111



INDICE

iv

BNEXO I .t iiiiir it inearosetosassnessvtonnanssnnas

ANEXO Ia ....... s B Y

III.- E1l calcio en la prevencién de la
nefrotoxicidad inducida por

gentamicina. Estudio en animales

de experimentacion ....... e
IIT.a.- Tratamiento de datosS ... ewveonsa- e e
III.b.- analisis farmacocinético ......ccueeeeen..

I1T1.c.—- Determinacidn de gentamicina

en tejido renal ......c. ittt
ITT.d.- Estudio histopatoldgico .........cceoun..
ITI.e.— Comentarios i i aaneeaseaneneanncaasansan

- . T

197

235

245

251

261

270

274

279

281



INDICE

ANEXO IIa ....... A it et S e e s e 3556
CONCLUSIONES . ......0icnrnncnsrannns e r s 363
BIBLIOGRAFIA . ... cueumoncaraanasnns st e et it 369



INTRODUCCTION






INTRODUCCION

Una vez demostrado, hace mas de cincuenta anos, que la
penicilina era capaz de inhibir el crecimiento bacteriano,
comienza una busqueda sistematica de compuestos de origen
natural o de sintesis capaces de producir estos mismos
efectos. El1 hecho de que solamente se puedan utilizar aguellas
sustancias que interfieren directamente la proliferacidn de
organismos patdgenos, sin que sean toéxicas para las células
del huesped, conduce a que, Unicamente, pegquenos porcentajes
de estos compuestos estudiados, hayan podido ser utilizados

en clinica de forma habitual.

Waksman y cols. descubren en 1943, despues de examlnar
de forma sistematica gran cantidad de actinomicetos del suelo,
que el "Streptomices griseus" elabora una sustancia con
potencia antimicrobiana; la estreptomicina, gue en pocos anos
se estudia en profundidad al tiempo gue comienza su aplicaciodn
clinica con éxito. De este nmodo, se inicia la investigacidn
de un complejo grupo de antibidticos que tienen gran difusidn
en la actualidad.

El amplio espectro bacteriano que presentaba la
estreptomicina con respecto a la penicilina, unico antibiodtico
entonces en uso, supuso un notable avance en la lucha contra
las enfermedades infecciosas. Se amplia el margen de la
investigacidén en la antibiloterapia y frutoc de estos trabajos
es el descubrimiento de nuevos antibioticos con parecida

configuracion estructural. A la estreptonmicina, sigue la
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neomicina (1949), kanamicina (1957), gentamicina (1963)...

El numero de compuestos dnalogos, desde el punto de vista
de su configuraciéon estructural, ha ido aumentando en el
transcurso de los anios v en el momento actual se acentud el

interés por este grupo debido a tres razones fundamentales:

1.~ Varios miembros de esta familia {la gentamicina,
por citar un ejemplo) son activos frente a pseudomonas, germen
habitualmente resistente a otros antibidticos, y responsable

de miltiples infecciones de interés clinico.

2.- E1 descubrimiento de que la resistencia a antibidticos
de este grupc, por gérmenes con significacion clinica, se debe
a la capacidad de los microorganismos resistentes para

degradar enzimdticamente el antibidético.

3.- La posibilidad de realizar modificaciones quimicas
en la molécula del antibidéticeo, susceptibles de evitar su
degradacidén mwnicrobiana por gérmenes resistentes al agente

original.

El desarrecllo cronoldgico de los antibioticos

aminoglucodsidos y la posibilidad de modificar su espectro de
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actividad mediante manipulacion quimica, ha dado lugar a que
se realice, por algunos autores, una clasificacidn generacional
gue comienza con los primeros aminoglucdsidos descubiertos,
para concluir con los de semi-sintesis o los de sintesis
total.

Desde el punto de vista cronoloégico, podemos considerar
hasta el momento actual, la existencia de tres generaciones

de antibidéticos aminoglucésidos.

La primera generacion, estd constituida por 1la

estreptomicina, la neomicina y la kanamicina; si bien su
utilizacidén ha disminuido en la actualidad, por poseer un
espectro de actividad limitado y porque numerosas cepas
patdégenas han desarrollado resistencia, fueron los agentes
utilizados frente a infecciones producidas por bacilos Gram-

negativos hasta los ahos setenta.

lLa sequnda generacidén de estos antibioticos surge con la
gentamicina y la tobramicina. Estos poseen un espectro de
actividad mayor y son eficaces frente a la mayoria de las cepas
resistentes a la kanamicina. El1 aumento en su utilizacidn
conduce a la aparicicen de numerosos tipos de cepas
resistentes, lo que hace necesaria una tercera generacicén de
aminoglucdsidos que la integran 1los compuestos de

semi-sintesis obtenidos por modificaciodn de las moléculas de
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aminoglucdsidos ya existentes, asi se describen la dibecacina,
la amicacina, la netilmicina... que constituyen dentro de esta
familia de antibidticos los 1llamados antibiéticos modernos,
con una potencia antimicrobiana aceptable, y una similar
toxicidad; en muchos de ellos la experiencia clinica es todavia

reducida.

No cabe duda, que al lado de las espectaculares respuestas
de la estreptomicina en los procesos tuberculosos, o la gran
actividad de los nuevos aminoglucdsidos frente a gran numero
de gérmenes causantes de procesos infecciosos, estan una serie
de reacciones adversas, tan graves, que si bien no los relega
a un segundo término, si deberia delimitar extraordinariamente

su utilizacion clinica.

Sin embargo, existen una serie de hechos que aungue
todavia hoy no son mas gue obsexrvaciones clinicas, pueden
constituir una esperanza en la posible utilizacidén de estos
compuestos sin los riesgos gue implica su uso en el momento

actual.

¢ Por qué los pacientes diabéticos estan protegidos frente
a la nefrotoxicidad de estos antibidticos ?. ; Por gué niveles
moderados de calcio o compuestos gue inhiben la anhidrasa

carbdénica, son igualmente protectores ?.
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ASPECTOS GENERALES DE LA TOXICIDAD PRODUCIDA POR
ANTIBIOTICOS AMINOGLUCOSIDOS.

Como ya se ha dicho Waksman y colaboradores (1) ,en el
ano 1943 aislaron la estreptomicina a partir del St.
Griseus,lo que supone un gran avance en la lucha contra las
infecciones bacterianas severas producidas por microorganismos

Gram—-negativos.

Graclas a este paso fundamental se abre el camino hacia

la blusgqueda y descubrimiento de nuevos aminoglucésidos tanto

naturales como semisintéticos, que cubren un espectro
antibacterianoc ante el, gque todavia hoy , existen pocas
alternativas.

Sin embargo la experiencia clinica durante estos ahos,
nos demuestra las limitaciones que conlleva su empleo, entre
las gue cabe destacar su oto, nefro y neurotoxicidad, que

pasaremos a comentar a continuacién.

La utilizacidn prolongada de antibioticos
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aminoglucdsidos provoca el aumento de las concentraciones
plasmaticas y favorece la acumulacidn progresiva de dichos
antibidéticos en la perilinfa del oido interno, ya que el tiempo
medio del aminoglucdsido en el fluido ético es de 5 ¢ 6 veces
mayor que en el plasma por lo que el riesgo de una posible
disfuncidén auditiva, es elevada. (2)

La figura I , muestra la evolucidén de los niveles en
suero y perilinfa de cobava, después de la administracion de
una dosis subcutanea unica de 50 mg de gentamicina

’

tobramicina y 250 mg de amicacina por Kg de peso. (3)
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Fig. 1. Niveles de aminoglucdsido en suero y perilinfa de

cobaya. (3)

La ototoxicidad es el resultado de 1la progresiva
destruccidén de las ceélulas ciliadas de la cresta ampularis

(érgane vestibular) y de las células ciliadas del drganc de

Corti. Dichas células senscoriales parecen ser el lugar
principal de toxicidad de los aminoglucdsidos, provocando
cambios caracteristicos que en casos de toxicidad severa

pueden provocar una total degeneracion celular. (4).
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Para Schacht y colaboradores, (5), dicha toxicidad puede
ser debida a la unidén de los grupos amino del antibicdtico a
los grupos fosfato de los polifosfoinositoles, situados en la
membrana celular, provocando la pérdida de la permeabilidad y

en consecuencia su funcionalidad.

Wagner y Norris, (6~7), sugieren la posibilidad de que
los antibidticos aminoglucédsidos interfieren en el sistema de
trasporte activo, esencial para mantener el balance idénico de
la endolinfa. Esto nos c¢onduce a una alteracién en 1la
concentracidén normal de iones en los fluidos del laberinto,
disminuyendo asi la actividad eléctrica en la conduccidn
nerviosa. Dichos cambios osméticos pueden dahar las células

ciliadas de forma irreversible.

El grado de disfuncidén coclear o vestibular esta
relacionado con el numeroc de células alteradas o destruidas
y es directamente proporcional al tiempo de exposicidn al

farmaco.

Con un aumento de las dosis del aminocglucdsido y una
prolongada exposicidn , el dano progresa, desde la base de la
cogclea donde se procesan los sonideos de alta frecuencia, hasta
el Apex, necesario para la percepcidén de los sonidos de baja

frecuencia.

10
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Mientras la lesién no es muy severa esta puede ser
reversible ya que la degeneracidén celular no ocurre hasta
despues de que las células sensoriales han sido
destruidas. {(8).

Aungue todos los aminoglucdsidos son susceptibles de
afectar tanto la funciodn vestibular como la coclear, existen

diferencias de intensidad en el grado de la lesidn entre ellos.

Kahlwmeter y colaboradores, (9), en 1984 realizan una
revision bibliografica de los ahos 1975-1982, en la gue tras
recoger mas de 20.000 ensayos clinicos realizados con

aminoglucésidos, elaboran las siquientes tablas comparativas:

r —
|T. VESTIBULAR N.ENSAYOS N.PACIENTES TOXICIDAD |
lL |
| Gentanicina g 559 2.7 |
|  Tobramicina 3 323 1
| Netilmicina 5 336 0.9 |
|  Amicacina 6 217 2.8 |
L !

Tabla 1I. Estudio de toxicidad vestibular producida por

antibioticos aminoglucédsidos.
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1 ]
] TOXICIDAD ENSAYOQ N¢ TOXICIDAD MEDIA l
|  cocrLEaR COMPARAT. % l
H i
[ | Tobramicina 6 9.2 4 |
| Gentamicina| Netilmicina 7 2.1 | 8.3 |
| I amicacina 10 11.4 ! |
| l
[ | Gentamicina 6 5.0 | I
| Tobramicina] Netilmicina 1 11.9 | 5.2 }
| I Amicacina 2 1.9 | [
| |
] | Gentamicina 7 1.5 | l
| Netilmicina| Tobramicina 1 2.7 | 3.0 (
| | Aamicacina 5 6.3 ! ]
| |
| | Gentamicina 10 12.7 f
| Amicacina | Tobramicina 2 6.9 | 12.2 l
I I Netilmicina 5 13.2 | ]
l |
L AN

Tabla II. Estudio comparativo de toxicidad coclear producida

por antibiodticos aminoglucésidos.
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Podemos destacar a la netilmicina como el aminoglucédsido
gque presenta menor toxicidad tanto coclear como vestibular y
por el contrario se situa a la amicacina como la mas

ototoxica.

Los sintomas iniciales al producirse el daho coclear,
inducido por los aminoglucodsidos incluyen " tinitus aurium ",
y/0 sensacidn de presién en el oido. Sin embargo la pérdida

total de audicion puede presentarse sin previo aviso.

La disfuncidén a nivel vestibular, se manifiesta con

vértigo, nauseas, vomitos o sindrome agude de Menier. (9).

Uno de los problemas mas dJgraves gue presenta la
utilizacién clinica de estos compuestos es la toxicidad renal.
Esta se caracteriza por la existencia de una serie de
trastornos que afectan a la filtracion glomerular, reabsorcidn

por el tubulo proximal y concentracidn urinaria.

Abundantes estudios en animales de experimentacién
confirman que todos 1los aminoglucdsidos, con la posible
excepcidn de la estreptomicina, se acumulan en cantidades

elevadas en el rindn y en menor proporcion en otros tejidos.
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La primera evidencia de esta acumulacién de los
aminoglucésidos fué publicada por Kahlmeter (10), en 1975, que
confirmaba que la gentamicina persistia durante varios dias
en la orina de un paciente con funcién renal normal, después
de 1la interrupcidn del tratamiento. Esta aparente
contradiccidén, con la corta semivida en fase beta, confirma
la hipdtesis de la acumulacidn de este medicamento en tejidos,
fundamentalmente en rindn. En un estudio realizado por Rudhart
y colaboradores (11} en ratas, a las que se les administrd una
dosis unica por via peritoneal de 4 mg/Kg de gentamicina y
sisomicina y de 25 mg/Kg de amicacina (dosis escogidas para
obtener en sangre niveles analogos a los que determinan en el
hombre las dosis usadas en clinica), demuestran gque la
gentamicina se acumula en la corteza renal y 6 horas después
de la administracion los niveles son de 123+20 wmcg/g en

tejido, es decir 20 veces superiores al pico sérico.

Las concentraciones disminuyen lentamente y la semivida
puede ser del orden de 166 horas entre el 5¢ y 28¢ dia. Cuatro
semanas después de una sola administracidén las concentraciones
en la corteza eran del orden de 7 mcg/g por gramo de tejido.

Fiqura.IT.

14
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Fig. II. Niveles en suero, corteza y meédula renal tras 1la

administracion de una dosis de gentamicina de 4 mg/Kg de peso
a ratas.

La situacidn se hace mas compleja, cuando se trata de una
administracién en dosis multiple.

En el estudlo citado anteriormente, Rudhart y cols (11)

determinan la concentracion de gentamicina, en corteza vy

medula renal durante y después del tratamiento con gentamicina
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a razén de una dosis intraperitoneal en ratas de 4 mg/kg cada

24 horas durante 21 dias consecutivos.

Se observa que seis horas antes de la séptima inyeccidn
las concentraciones de gentamicina se elevan a 356 mcg/g de
teijido, Figura IIT , sin embargo las concentraciones de
gentamicina permanecen practicamente constantes a lo largo de
todo el tratamiento alcanzando valores de 312 mcg/qg las dos

semanas de tratamiento vy 312 mcg/g el vigésimo primer y ultimo
dia del ensayo.

1000] Gentamicina (4"\9]3-:9} 24h}
6004
400

2004

100+

60+
40+

204

\N l’r\w
Toq | ! 1 \E\f‘gﬁ}‘l}_‘f\k\ .

*{ MEDULA

a

3 5 11 18 30 42

Fig. III. Niveles de gentamicina en corteza y mnédula renal
tras la administracién de una dosis de 4 wmg/Kg/24 h de

Gentamicina durante 21 dias consecutivos,

16
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La figura III, muestra como las concentraciones en la
corteza renal disminuyen con el tiempo. A las dos semanas de
interrumpir el tratamiento los niveles son del orden de 50
mcg/qg de tejido y ccho meses después, tras determinar los
niveles del aminoglucdésido en la corteza renal oscilaron entre
9 y 7 mcg/g de tejido. El valor de senmivida evaluada a partir
de estos datos, es de 5 dias, durante la primera semana, para
proclongarse alcanzando valores de 50 dias entre la cuarta y
la octava semana. Posteriormente el descenso de

concentraciones se hace mucho mas lento.

La acumulacidén en la médula renal es similar pero

las concentraciones son mds bajas que en la corteza.

Como dijimos anteriormente, la nefrotoxicidad de

los antibidticos aminoglucdsidos se produce por un dano

selectivo en los tubulos proximales. Dichos antibioticos, son

reabsorbidos desde el filtrado glomerular por un proceso de

pinocitosis y almacenados en los lisosomas de las células del
tubule proximal. (12-13}).

En €l borde luminal se unen a los grupos fosfato del
fosfatidilinesitol, inhibiendo las fosfolipasas lisosdmicas y

dando Jlugar a una fosfolipidosis.

17
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Es un hecho conocido que las membranas lisosomicas
favorecen la estabilidad e impermeabilidad a las particulas
osméticamente activas. Por elleo la progresiva destruccidén de
los lisosdémas por la acumulacidén del aminoglucdsido, provoca
ia permeabilidad de las membranas con 1la consiguiente
liberacién de enzimas al citoplasma y la acumulacion de
formaciones membranosas llamadas cuerpos mieldides, gue causan
la lesidn tubular.

Aungue todos los aminoglucdsidos son susceptibles de
producir darfio renal, existen diferencias entre ellos en cuanto

a la intensidad de la lesidén gue ocasionan. (14).

Kahlmeter v colaboradores, (9} realizan un estudio

comparativoe de nefrotoxicidad entre diversos aminoglucodsidos.

El resultado de este estudio pone de manifiesto que
la gentamicina se clasifica como la mas nefrotoxica seguida
de la tobramicina, netilmicina y por ultimo la amicacina.
Tabla IIT.

18
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r !
| ToXICIDAD ENSAYO TOXICIDAD MEDIA |
| COCLEAR COMPARAT. % l
| i
| | Tobramicina 23.5 1
| Gentamicina| Netilmicina 8.3 17.1 |
l ' Amicacina 15.4 {
i |
( | Gentamicina 13.2 [
| Tobramicina| Netilmicina 3.7 12.7 |
I [ Amicacina 16.4 i
\ |
| { Gentamicina 6.2

| Netilmicina| Tobramicina 6.6 |
I ' Amicacina .5

| |
| | Gentamicina 8.6 |
| amicacina | Tobramicina 17.1 9.3 I
| I Netilmicina 6.3 |
| l
| s

Tabla. I11. Estudioc comparativo de nefrotoxicidad producida por

antibioticos aminoglucodsidos.

19
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Otro de los posibles efectos téxicos producidos por
los antibioticos aminoglucésidos es la neurotoxicidad. En el
hombre el blogquec neuromuscular se manifiesta generalmente
cuando las dosis administradas del aminoglucdésido son muy
elevadas. (15)

Estudios realizados en animales de experimentacién
indican gque los aminoglucésidos producen un bloqueo
neuromuscular no despolarizante, inhibiendo la liberacidén de
la acetilcolina de las terminaciones nerviosas motoras y
reduciendo la sensibilidad postsinaptica en la trasmisién

nerviosa. (16).

Estos antibidéticos bloquean los lugares de la
membrana presinaptica, normalmente ocupados por el Ca++,

evitando la union de éste al misculo liso.

La capacidad del calcio para restaurar la transmisidn
neuromuscular, asi como la accién protectora del calcio contra
el blogueo del aminoglucédsido, sugieren que dichos
antibioticos estan relacionados con la liberacidén de
acetilcolina en los impulsos nerviosos. El calcio supera por
tanto el efecto del aminoglucédsido en la funcién neuromuscular
Yy por ello la administracion de sales de Ca++, es el

tratamiente indicado en estos casos.

20
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En cuanto al grado de neurotoxicidad que producen
los aminoglucdsidos ,Paradelis y colaboradores, (17}, en un
estudio realizado en ratas sefalan qgque =i bien todos son
susceptibles de producir neurotoxicidad, existen diferencias

significativas entre ellos.

Asi clasifican por orden gentamicina >
estreptomicina > amicacina » sisomicina > kanamicina =
tobramicina.

Como resumen de lo expuesto hasta ahora, podemos
sugerir que el mecanismo intimo que explica la toxicidad renal
y otica de los aminoglucdsidos parece ser el mismo.

Ambas estructuras, el parénquima renal y el oido interno,
aparentemente diferentes presentan cierta similitud tanto a

nivel fisioldgico como patolodgico.(18) :

.—Existencia de una funcidn comun: transporte de

agua y electrolitos a través de la membrana.

.-S51militud antigénica entre las células del organo
de Corti y las del glomérulo.

.-Existencia de una serie de enfermedades que afectan

a ambos organos, lo nmismo gue una serie de sustancias
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gquimicas, ademas de los aminoglucdsidos que producen toxicidad

6tica y renal.

Una vez descrito en 1los parrafos anteriores el marco
general en el que se puede encuadrar la problematica
especifica de estos farmacos, pasaremos a describir en
profundidad los mecanismos de nefrotoxicidad inducida por 1la
gentamicina, como uno de los objetivos principales de esta

Memoria.
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NEFROTOXICIDAD INDUCIDA POR GENTAMYCINA

Como ya mencionamos anteriormente el rinén es la ruta
principal de eliminacidén de los antibiodoticos aminoglucdsidos,
siendo excretados fundamentalmente por procesos de filtracidn
glomerular (19). La gentamicina se excreta casi de forma
inalterada en la orina durante las primeras seis horas después
de la administracion de una dosis por via intramuscular, la
cantidad eliminada en las primeras 24 horas supone el 80-90%
de la dosis. (20).

El clearance del aminoglucdsido es practicamente igual
gue el de la inulina, hecho gque puede explicarse ya que ambos
poseen un bajo peso molecular y una escasa unidén a las

proteinas plasmaticas.

Son numerosos Jlos autores, (21-24) gque han demostrado
que una vez en el lumen tubular la gentamicina es recaptada
por las células del tubulo proximal. Como consecuencia de
esta recaptacidn se preduce una unién selectiva en la corteza
renal alcanzando concentraciones mas altas en dicho tejido

que las encontradas en el plasma. Sin embargc la acumulacicn
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en la médula renal es considerablemente menor.

La recaptacioén celular y la acumulacién de la gentamicina
en el tibulo proximal ha quedado demostrada gracias a las
técnicas autoradiograficas realizadas por diversos
autores. (25-26).

Feldman y colaboradores, (27), realizaron una experiencia
en ratas a las cuales se les administré 100 mg/kg/dia de
gentamicina por wvia subcutanea durante uno y dos dias de
tratamiento, estudiidndose 1los fosfolipidos totales en 1la
corteza renal y en higado. Después de dos dias de tratamiento
con gentamicina aumento significativamente la
fosfatidilcolina, la fosfatidilserina, el fosfatidilinositol
y la fosfatidiletanolamina. Dichos datos quedan recogidos en

la figura IV , expresado como porcentaje.
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Fig. IV. Efecto de la gentamicina sobre los fosfolipidos de la

corteza renal en rata.

Puede conmprobarse gque el fosfatidilinositol es el que
muestra un aumento mas notorio. Después de un dia de
tratamiento con gentamicina el fosfatidilinositol aumenta un

1812 % vy después de dos dias de tratamiento el incremento es
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del 45+3 %. En contraste con la fosfatidilcolina ya que tras

dos dias de tratamiento el aumento fue tan solo del 22%.

Con el fin de determinar si los cambios producidos en los
fosfolipidos son especificos de la corteza renal, se estudiaron
las alteraciones producidas en dichos fosfolipidos en el higado
de 1la rata, tras dos dias de tratamiento con la misma dosis
de gentamicina. La tabla IV muestra gque no existen
diferencias significativas en el contenido de los fosfolipidos

totales.
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[ 1
| FOSFOLIPIDOS CONTROL, GENTAMICINA |
| (mcgmol/q) |
.r |
| Total 134.316.1 128.3%3.3 |
| Esfingomielina 5.2+0.3 5.3%0.3 ]
| Fosfatidilcolina 70.2%2.5 67.6+2.3 ]
| Fosfatidilserina 5.3%0.3 5.0+0.2 |
| Fosfatidilinositol 11.2%0.5 10.8%0.3 |
| Ac.Fosfatidico 35.0+1.9 33.0+1.1 |
| cardiolipina 3.2+0.3 3.1+%0.2 |
L |
Tabla .IV. Efecto de la gentamicina sobre los fosfolipidos

del higado de rata. {28)

Conforme a los resultados obtenidos se demuestra que la
gentamicina induce una fosfolipidosis en la corteza renal con
un aumento manifiesto del contenido de fosfatidilinesitol.
Por otra parte este comportamiento no se produjc en la

conposicion  fosfolipidica del higado. {(28).

El mecanismo por el cual se produce esta fosfolipidosis

queda recogido en la figura V.
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Fig. V . Modelo propuesto para la explicacién de la interaccidn
entre los aminoglucdsidos y el fosfatidilinositol.

El mnmodelo morfologico establecido por Feldman vy
colaboradores (27), fue ampliado en 1984 por el Dr
Vaamonde, (20}, sugiriende gue la gentamicina como farmaco

catidnico se une a los fosfatolnositoles de caracter anidnico
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situados en la superficie de la menbrana de las células del

tuibulo proximal.

Estos receptores anidénicos parecen poseer une o© mas
componentes fosfolipidicos, predominando el
fosfatidilinositol. (27,29-31).

La unién de la gentamicina al receptor va seguida de un
proceso de pinocitosis por el cual el complejo farmaco-receptor
penetra en los lisosomas primarios y 30-60 minutos después es
transferido a los lisosomas secundarios también denominados
fagosomas (26,29). Una vez alli el aminoglucdsido afecta a 1la
degradacion de fosfolipidos inhibiendo las enzimas lisosdmicas,
fundamentalmente las fosfolipasas A y €, las <cuales son
responsables del catabolismo de los fosfolipidos. Dicha
inhibicion trae como consecuencia la acumulacidén de
fosfolipidos y 1la formacion de los llamados cuerpos

mieldides. {32).

Ademas, el aminoglucdsido contribuye a la rvotura de las
menbranas lisosémicas dando como resultado la cesion del
contenido de dichos lisosomas al citosol, o fuera de €l por un

proceso de excecitosis. (20).

Gracias a las nuevas técnicas de microscopia electrénica
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se ha podido observar que una de ias primeras

manifestaciones morfolégicas de toxicidad va a ser por tanto
el aumento en el numera y en el tamaifio de los lisosomas
secundarios seguido de la disminucién del numero y altura de
las microvellosidades de la membrana, la vacuclizacidn
citoplasmatica Y la dilatacidn del reticulo

endoplasmico. {(33).

En la figura VI se observa por microscopia electrdnica
un corte de tubulo proximal de un paciente con insuficiencia
renal aguda 1inducida por gentamicina. La destruccién vy
desaparicidén de las membranas y la aparicién de los cuerpos

mieloides son altamente manifiestas. (34).

En la figura VII puede cbservarse la deformacidén sufrida
por un lisosoma conteniendo varios cuerpos mielocides, dos
dias después de la perfusién de una dosis de 40 ng/kg de

gentamicina en rata.
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Fig. VI.Corte de tubulo proximal en paciente con insuficiencia
renal. Microscopia electrdnica.

Fig. VII. Formaciodn de cuerpos mieloides en los lisosomas tras

la administracidén de 40 mg/Kg de gentamicina.
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Todo ello va a dar come consecuencia la necrosis y la
descamacién progresiva de las células produciendo una
obstruccion tubular.

El proceso de regeneracioén celular puede aparecer durante
el estado de necrosis, continuando inclusc durante 1la
administracion del aminoglucésido, siempre y cuando los

niveles del farmaco acumulado no lleguen a ser téxicos. (35)

Sin embargo la aparicidén de cuerpos mieloides no es
especifica de los aminoglucodsidos, vyva que otros agentes
nefrotéxicos pueden conducir a la formacién de dichas
estructuras. Por tanto todo dependera del tiempo y la cantidad
de farmaco a la que la persona o el animal ha estado

expuesto. (36).

Silverblatt en 1982, (37), cita como otro posible
mecanismo de danho a la célula renal, la supuesta inhibicion
enzimatica gue producen estos aminoglucédsidos. Los estudios
de Leitman (38), realizados en células del tuibulo proximal de
ratas tratadas con gentamicina muestran que esta inhibe la
actividad de la Na-K ATPasa, la cual es responsable del
mantenimiento del volumen celular y reguladora enzimatica de
los gradientes catidnicos esenciales para la supervivencia de

la célula. (39).
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Los efectos del aminoglucédsido socbre los fosfolipidos de
la membrana pueden tambien afectar la actividad de 1la
adenilciclasa,enzima que esta adherida a la superficie interna
de la menmbrana y responsable de 1la catalizacidn en la
liberacion del pirofosfato del ATP para la produccidn de
AMPciclico. (40).

Existe pues evidencia de que la gentamicina ademas de
unirse a los fosfolipidos situados en la membrana y provocar
una fosfolipidosis también es responsable de alteraciones
especificas en la permeabilidad de las membranas y en el

transporte.

El resultado de &estas alteraciones en el entorno
intracelular ocasiona cambios en los procesos intracelulares

y en las funciones de los organulos. (30).

Por otra parte existen indicios apuntados por diversos
autores de que la PTH ejerce una funcidén potenciadora o
frenadora de la lesién tubular que producen estos

antibidéticos.

Segun Sutherland y colaboradores (41), la mayoria de los
efectos de la PTH estdan mediados por el AMPciclico. Los niveles

del segundo mensajero aumentan en respuesta al estimulo de la
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FTH sobre la enzima adenilciclasa de la membrana. Esta
demostrada la existencia de dicha enzima en la corteza renal
y dentro de la nefrona en el tuibulo contorneado proximal, pars
recta, tubulo contorneado distal y primeras ramas del tubulo

colector.

No se conoce en  profundidad la secuencia de
acontecimientos que se producen desde gque la PTH estimula el
AMPc en el rindén hasta que se lleva a cabo el transporte
iénico. La adenilciclasa PTH-sensible estd localizada
preferentemente en la region contraluminal de la membrana en
las células de la corteza renal. En el borde de cepillo de

estas células estan localizados :

- Un sistema autofosforilante consistente en una

proteinquinasa AMPc dependiente.

- Una fosfoproteinfosfatasa.

- Y el sustrato de estas enzimas. (42).

En la figura VIII Goltzman (43) propone un esguema

hipotético de la accidén de la PTH sobre la célula renal.
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Asi la porcién NH-2 terminal se une al receptor especifico
de membrana y estimula a la adenilciclasa, 1o que produce un
aumento del AMPc. Como resultado aumenta el flujo de calcio.
El AMPc puede activar una quinasa para fosforilar una proteina

(5), que participa en el transporte de solutos.

Por otra parte es bien conocido gque la concentracidn de
Ca++ es el principal regulador de la PTH de tal manera que la
tasa de sintesis y secrecidén wvaria inversamente con 1la
calcemia. Por tanto niveles de Ca++ en el citosol pueden

influir en las concentraciones de AMPc. (44).

Ramsanny y cols (45), han encontrado gue la exposicién
de ceélulas renales a la gentamicina durante una hora previene

la estimulacion de la PTH.

A su vez Berridge y cols (46), demostraron que la PTH
estimula la redistribucidén de la proteinguinasa, efecto que

no sucede cuando las células estan expuestas a la gentamicina.

Otro posible mecanismo de nefrotoxicidad es la influencia
de los aminoglucosidos en el metabolismo __de la

mitocondria. (47) .
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Estudios in vitro han comprobado que la gentamicina ejerce
un efecto inhibitorio directo sobre la fosforilacion oxidativa

mitocondrial.

El metabolismo respiratorio de la mitocondria incluye

tres pasos fundamentales:

Glicolisis : Donde las glucosas fosforiladas (glucosa y

fructosa) se rompen para dar acetil.CoA.

Cicle Krebs : Donde el catabkolismo del acetil.CoA, da
lugar a la formacidn de €O (producto final de la respiracidn)
e H, utilizado en la reduccidén de los nucledtidos como NAD y

FAD, dando como resultado NADH y FADH.

Reoxidacion de NADH y FADH : Donde el electrdn es
transportadc por una serie de transportadores al oxigeno para
formar agua (otro producto final de la respiracidn). Este
electron transferido estd unido a la sintesis de ATP (ADP+P).
El ATP es una forma de energia almacenada utilizada por la

celula para la sintesis de otros componentes. (48).

Cuando el aporte del sustrato respiratorio y del fosfato

es amplio, se produce el maximo consumce de oxigeno por parte
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de la mitocondria, si la concentracidén de ADP en el medio es
elevada y 1l1la de ATP baja (estado 3). Por otra parte cuando la
concentracién de ADP es elevada la mitocondria muestra tan

solo un ritmo respiratorio muy bajo (estado 4).

Debido a estos procesos ,la fosforilacidn oxidativa juega
un papel fundamental en todos los procesos metabolicos gue

tienen lugar en la mitocondria. (49).

Simmons y cols, (50}, en un estudio realizado en las
mitocondrias de células renales de ratas, tratadas con 40
mg/kg/dia de gentamicina durante 7 dias de tratamiento

observaron dque el aminoglucdsido induce una estimulacion del

estado 4 y una inhibicién del estado 3 del metabolismo
mitocondrial.
Las figuras IX-X, recogen el comportamiento

anteriormente descrito.
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Fig. X. Respiracidn mitocondrial.

Dichos autores sostienen la hipdtesis que el efecto
producido por la gentamicina en el estado 3 mitocondrial esta
ligado a 1la inhibicidén del transporte electrdénico, etapa
fundamental de la fosforilacion oxidativa. En relacidn a la
alteracién con el estado 4, presuponen gue el aumento en la

intensidad respiratoria inducida por gentamicina es debido a
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un aumento en la excrecion de H, necesario para la formacion
de ATP en la mitocondria. (51).

Las mitocondrias de las células tambien llevan a cabo el
transporte activo intracelular de Ca++, en un proceso que se

halla energéticamente acoplado con el transporte electronico.

Sastrasinh y cols, (52), en 1982 demostraron el efecto
inhibidor gue preoduce la gentamicina sobre el transporte de

Ca++ en las mitocondrias de las células renales.

El equilibrio entre la incorporacion de Ca++ dependiente
de energia, por parte de las mitocondrias y su liberacion
independiente de energia es un factor esencial en la regulaciodn
del nivel de Ca++ en el citosol. Por tanto una disminucidén en
la concentracidn del Catt+ en el citoscl provocara numnerosos
efectos indeseables ya que dicho cation es un importante

elemento en la regulacidn de muchisimas actividades celulares.

Los mecanismos finales mediante los cuales les
antibidticos aminoglucésidos generan 1la necrosis de las

células tubulares, no estan totalmente demostrados.

No obstante y de acuerdo con lo descrito en las paginas
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anteriores, resulta evidente que su impacto sobre las células
se centra en las membranas plasmaticas, lisosomas vy

mitocondrias.

Numerosos estudios han descrito y asociado el tratamiento
con estos antibidéticos a cambios en la estructura y funcidén de
los componentes celulares. Por ello, los aminoglucédsidos se
configuran como elementoe clave en el conocimiento de los
procesos fisiopatolégicos que conducen a la toxicidad y muerte

celular.

Por ultimo, y como resumen, la tabla (V), recoge las
alteraciones bioguimicas que los antibidticos aminoglucdsidos

producen a nivel renal.
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ALTERACIONES EN LA ESTRUC. Y FUNCION DE LA MEMBRANA.

1.- Alteraciones en los fosfolipidos: unién del A.G. a los
fosfolipidos de la membrana. Cambios en el contenido vy
metabeoclismo de la membrana. Desplazamiento de Ca++ unido a
fosfolipidoes.

2.- Alteraciones en el transporte: inhibicidén de la Na-K -

ATPasa. Inhibicién de la adenilciclasa.

ALTERACIONES EN LA MITOCONDRIA

1.- bisminucion del estado 3 de la respiraciodn.
2.- Incremento del estado 4 de la respiracion.
3.- Inhibicidn del transporte de Ca++.

ALTERACIONES EN LOS LISOSOMAS

1.- Inestabilidad de los lisosomas.

2.- Disminucién de la actividad de las fosfolipasas.

Tabla. V. Aspectos bioquimicos de la nefrotoxicidad inducida

. por antibidticos aminoglucodsidos.
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En relacion con la valoracion de la frecuencia de la
nefrotoxicidad, es claro que la mayor parte del dano renal
tiende a agruparse alrededor de determinados pacientes y de
situaciones clinicas especificas, teniendo en cuenta que la
nefrotoxicidad puede limitar 1la utilidad clinica de 1los
amincglucdsidos, se hace preciso el poder reconocer los

factores asociados a un mayor riesgo de dafo renal. (53-54).

Uno de los factores relativos a los pacientes es la edad.
A menudo se ha sugerido que la edad avanzada supone un factor
de riesgo en la toxicidad de los aminoglucdsidos. Debido a
que la masa muscular se reduce con la edad y dque el
aclaramiento de creatinina enddgena estd& en relacidn directa
con la produccién de creatinina por los musculos, se puede
deducir gque la concentracién de creatinina en el suero de
agquellos pacientes con mayor edad, refleja un aclaramiento
muche mas bajo gque en pacientes Jjovenes con la misma

concentracioén de creatinina en el suero.(55).

No tomar en consideracion ni la edad del paciente ni el
peso corporal del mismo podria implicar una sobredosificacidn
en dichos individuos. Sin embargo en dos estudios efectuados
en pacientes c¢on edad avanzada, que recibieron dosis
terapéuticas de gentamicina no se encontrd una relacién

significativa entre nefrotoxicidad y edad.

. Smith y sSmith (54), son de la opinion de gque la falsa
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consideracién de la edad come un factor de riesgo se ha debido
a wuna utilizacidén inadecuada de grupos de control y/o a una
sobredosificacidn a pacientes de mayor edad en funcidn de los

niveles de creatinina en suero.

A la vista de estos resultados no se puede afirmar que la
edad sea un factor de riesgo en la nefrotoxicidad inducida por

los awminoglucdsidos.

Otro factor a considerar es 1la existencia de una
insuficiencia renal previa. Las pruebas que apoyan a la
insuficiencia renal previa (56), como un factor de riesgo estan
también limitadas por las mismas deficiencias metodologicas

mencionadas por Smith y Smith en el parrafo anterior.

Por tanto a menos que los niveles de aminoglucdsideo en
suerc sean utllizados para ajustar las dosis, estos pacientes

son susceptibles de recibir una sobredosificacidn.

Existen estudios que confirman una mayor probabilidad en
el aumento de la creatinina sérica durante el tratamiento con
aminoglucosidos en los pacientes con dano renal preexistente.
Otros estudios sin embargo no han sido capaces de confirmar
este hecho. (57}.
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Entre 1los factores relativos al medicamento se ha
demostrade gque existe una fuerte correlacidén entre la dosis

del aminoglucdsido administrado y la nefrotoxicidad. (58-59).

Estudios c¢linicos en los dque se administran dosis
inferiores a 3 mg/Kg/dia de gentamicina demostraron una alta

relacioén entre dosis y nefrotoxicidad. (60,54).

Otro aspecto importante a considerar es la duracién vy
frecuencia de la administracidn, asi numerosos estudios
clinicos sugieren que tratamientos de mas de diez dias de
duracion pueden acarrear serios problemas de nefrotoxicidad.
No obstante 1los primeros sintomas de daho renal pueden

presentarse durante el guinto o sexto dia de tratamiento.

Sin embargo existen algunos otros factores de riesgo que
todavia no han sido demeostrados, entre ellos podriamos

mencionar el sexo.

Bennett y cols (61), sugieren que la nefrotoxicidad
inducida por la gentamicina es mas patente en ratas macho que

en hembras de la raza Fisher 344.

Otros autores como Vaamonde v cols han sido incapaces de
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demostrar este hecho en ratas de la raza Sprague-Dawle. (62).

Por tanto las investigaciones no han alcanzado una

conclusion definitiva sobre este punto.

Los aspectos clinicos de la nefrotoxicidad inducida por
aminoglucosidos han sido bien estudiados tanto en seres humanos

como en animales de experimentacidn. (20).

Habitualmente aparece un moderado incremento en el BUN y
en la creatinina de forma gradual durante el tratamiento o a

veces 1incluso después del cese del mismo.

La enzimuria es una de las primeras manifestaciones
urinarias, que pueden aparecer durante las primeras 24 horas
de tratamiento , tras la administracién de wuna dosis
terapéutica del aminoglucésido (63-64). Han sido detectadas
tanto enzimas de las membranas de borde de cepillc como la
alanina-aminopeptidasa o la gamma-glutamil-transferasa, como
enzimas lisosomiales por ejemplo la N-acetil-beta-D-

glucosaminidasa. (65} .

En un estudio realizado por Mondorf y cols (64) en el que

15 pacientes fueron tratados con amicacina, gentamicina,
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sisomicina, tobramicina y netilmicina, en dosis intramuscular
de 10 mg/kg para la amicacina y de 3 mg/kg para el resto de
los aminoglucdsidos durante 3 dias se observé dque entre los
dos y los tres primeros dias 1los niveles de alanina-~
aminopeptidasa eran mucho mas elevados 4que los del grupo

control. Figura. XI.

Amikacina Gentamicina Netiimi¢cina

Sisomicina Tobramicina
8000 - . -
muizdah P AAP - - ~

TO00
x Amikacina

o Gentamicina

60097
O Sisomicina
« Netilmicina

O Tobramicina

* Control
3000

2000 ]

100 -

Dias

Fig. XI. Niveles de alanina-aminopeptidasa durante tres dias

consecutivos de tratamiento con aminoglucdsidos.
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El maximo interés que supone una deteccion precoz de
enzimuria de este tipo, radica en su actividad como indicador

de un posible danc tubular.

Otra evidencia de disfuncidén en el tibulo proximal es la
excrecidén urinaria de Na+, K+, Mg++, P++, aminoacidos, glucosa
Y proteinas de bajo peso molecular como la beta-2-
microglcobulina. (66).

La tabkla VI , resume las manifestaciones c¢linicas mas

relevantes citadas anteriormente.

v Capacidad concentracién urinaria

T 1
| SANGRE: a Nitrogeno ureico .— Hipocalcenia

| 4 Creatinina .— Hipomagnesemia |
; |
| ORINA: s Excrecion Na+ .- Hipo osmolaridad |
l . Cuerpos mieloides .— Enzimuria

| |
| RENAL: v Filtracién Glomerular |
| |
L |

Tabla. VI. Algunas de las manifestaciones clinicas de 1la

nefrotoxicidad inducida por antibidéticos aminoglucdsidos.
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Una vez desarrollados con mayor o menor detalle 1los
mecanismos de nefrotoxicidad inducida por la gentamicina,
procederemos a continuacidén a examinar los posibles factores

gue inciden en la prevencidn del dano renal.
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PREVENCION DE LA NEFROTOXICIDAD INDUCTIDA POR
GENTAMICINA

Como hemos visto hasta ahora, la administracidn de
aminoglucdsidos esta intimamente ligada a la aparicidén de darno
renal agudo. La dgentamicina ha sido ampliamente estudiada
como prototipo de este grupo de farmacos, y utilizada como

modelo de nefrotoxicidad.

A lo largo de estos anes se ha tratado, a través de
diferentes modelos experimentales, de prevenir o atenuar el
desarrollo del daho renal agudo. Se ha intentado proteger a
los animales de experimentacidén de los efectos nefrotédxicos
producidos por la gentamicina por medio de la hidratacidn , de
la ingesta de grandes cantidades de sodio, de 1la
administracion de diuréticos vy de aminoacidos. Sin embargo
los resultados obtenidos han sido muy poco satisfactorios.
(67-68) .

Vaamonde y colaboradores, (69) han demostrado gue ratas
con diabetes mellitus presentan una c¢lara proteccidon a

~desarrollar un daho renal agudo inducido por gentamicina.
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En dicho estudio la diabetes fue provocada tras la
administracion de estreptozocina a la dosis de 50-60 mg/Kg,

4-6 semanas antes de comenzar el estudio.

Todas las ratas diabéticas presentaban una marcada
hiperglucemia (>500 mg/dl), polidria (>70 ml/dia) y glucosuria
{8-10 g/dia). La dosis de gentamicina administrada tanto en
la ratas control como en la diabéticas fue de 40 mg/Kg/dia

por via subcutanea, durante 14 dias.

Las ratas control desarrocllaron fallo renal agudo, con
lisoenzimuria y necrosis tubular aguda, mientras que las ratas

diabéticas manifestaron protecciodn morfoldgica y funcional.

La tabla VII recoge los resultados obtenidos en dicha
experiencia. (70)
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CONTROL P DIABETICAS P DIABETICAS
(Cy* (DMvsC) (DM) * (DADvsDM) {DAD) **
BASALES:
.— Glucosa 1265 <0.001 615+23 N.S 605129
(mg/100 ml)

.— Vol.orina 11+1 <0.001 109+9 <0.0% 142112
(ml/dia)

.— Acl. creat. 11.630.2 - 2.3x0.2 N.S5 2.2%0.2
(ml/min)

Tto. GENTAMICINA:
.~ Cambios Acl. 856 <0.001 33%5 N.S 25+8
creatinina (%)
.~ Liscenzimuria 5211+1549 - - -
(mecg/g/dia)
.= Gent. corteza 405134 <0.01 251*rx26 N.S 306%36
(meq/g)

Tabla VII. Parametros bioquimicos tras la administracidén de
Gentamicina. (D.M. Diabetes Mellitus ; D.A.D. Ratas diabéticas
con elevada dosis de Gentamicina.), (* Dosis de 40 mg/kg de
Gentamicina tras 14 dias de tratamiento; ** Dosis de 70 mg/Kg

‘de Gentamicina tras 14 dias de tratamiento).
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Estudios mas recientes realizados por los mismos autores
denuestran que la proteccién de 1las ratas diabéticas se
produce durante los primeros dias de la administracidén del

antibidético (aproximadamente el segundo o tercer dia).(71).

Otro de los fenomenos observados durante esta experiencia
fue que una dosis masiva de gentamicina afecté de forma
fulminante a la supervivencia de las ratas. Asi el 100% de
las ratas control tratadas con 200 mg/kg/dia durante 11 dias,
murieron al 6¢ dia de tratamiento mientras las ratas
diabéticas con la misma dosis de gentamicina sobrevivieron

durante todo el ensayo.

Las ratas control mostraron, ademas, una elevada enzimuria
gque aparecid durante el primer dia de tratamiento. En las ratas

diakbéticas esta fue minima © casli inapreciable.

En cuanto al contenido en gentamicina en la corteza renal,
las ratas diabéticas presentaron una menor acunulacion del
aminoglucdsido (26155 mcg/g) de tejido frente a (849%58 mcg/g)
de tejido en las ratas control.

En la tabla VIII , podemos observar también, el efecto
en la supervivencia de las ratas al desaparecer la diabetes

mellitus inducida por estreptozocina.
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— 1
| N° DE ANIMALES VIVOS TRAS LA ADMIN. DE GENTAMICINA |
I |
| DIas: 012345678910 11 Gentamicina rifion |
| (mcg/q) |
| l
| CONTROL 3 3 3 32210000 O 849158 |
| |
| DIRBETES 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 261%55 |
| MELLITUS |
| |
| ESTREPTOZ.3 3 3 3 2 00 0000 O 625%32 |
| l
L i

Tabla VIIIL. Efecto de supervivencia en ratas tras la

administracién de 200 mg/Kg de gentamicina.

Estos animales que espontaneamente perdiercn el estado
diabético, con niveles de glucosa (< de 200 mg/dl), murieron
5 dias después de iniciar el tratamiento presentando ademas
una extensa necrosis tubular. Asimismoe el contenido de
gentamicina en la corteza renal fue de 62532 mcg/g de tejido,

mas bajo que el halladeo en las ratas control y mas elevado que
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en las ratas diabéticas.

Todo ello sugirid que el estado diabético juega un papel
importante en la prevencidén de la nefrotoxicidad inducida por

la gentamicina.

A la vista de estos resultados se planted la hipdtesis de
la existencia de una posible ruta extrarenal de excrecidn de

la gentamicina.

Alpert y colaboradores, (72) realizaron un estudio en ratas
diabéticas (tratadas anteriormente con estreptozocina) y ratas
control a las gue se les administré una dosis de gentamicina
de 50 mg/kg durante 3 dias. Una vez sacrificados los animales
se determinaron los niveles de gentamicina en rifién, higado,
pulmones, adrenales, pancreas, cartilago y masculo estriado.

De igual forma se tomaron muestras de sangre y orina.

Los niveles de gentamicina en la corteza renal fueron
menores en las ratas diabéticas (476%27) mcg/g de tejido
frente a (1150%156) mcg/g de tejido en las ratas control.
Los niveles de gentamicina fueron también menores en higado,

pulmoén y cartilago en las ratas diabéticas.
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Los resultados sugieren la existencia de una posible ruta
metabolica desconocida en las ratas diabéticas como causa de
la menor acumulacién de gentamicina en los tejidos. Ya se
explicd anteriormente que las ratas con una diabetes inducida
por estreptozotocina 4 ¢ 5 semanas antes de comenzar el
tratamiento con gentamicina, mostraban una proteccidn
morfoldgica y funcional frente al dafio renal producido por la

gentamicina.

Con el objeto de observar el papel que juega la duracion,
referida al tiempo, del estado diabético "per se" en la
prevencidén de la nefrotoxicidad, Vaamonde y colaboradores(73),
establecieron tres grupos de ratas diabéticas, cuya diabetes
habia sido 1inducida con diferentes intervalos de duracidn, 5

dias, 5 <semanas y 5 meses antes de comenzar el ensayoc con

gentamicina.

La diabetes fue provocada al igual que en los trabajos
anteriores con una dosis de 50-65 mg/Kg de estreptozocina, por
via endovenosa. La dosis de gentamicina administrada fue en

los tres casos de 40 mg/Kg/dia, durante 9 dias de tratamiento.

La figura XII, recoge los cambios producidos en el
aclaramiento renal de creatinina después de la administracidn

de gentamicina.
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{—Gentamicina (40mg kg) '—‘}
»

w
—J

M~
{

Creatinina (ml/min)

Aclaramiento

Fig.XII. Efecto de la administracion de Gentamicina sochre el
aclaramiento de creatinina. D.M. Diabetes Mellitus.

D.M. (5 dias)s—a ; D.M. (5 semanas) 0—0 ; D.M. (5meses).e-@ C.
Controles. C. (5 dias)m--m : C.( 5 semanas) 0--Q0 ;

C. (5 mf_ases) Y .
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El aclaramiento de creatinina en las ratas aumentd un
36+6%, un 20+9% y un 19:x7% , para la diabetes producida 5

dias, 5 semanas y 5 meses antes del ensayo respectivamente.

Por el contrario los tres grupos de ratas controles, no
diabéticas, pero igualmente tratadas con el aminoglucésido,
manifestaron un progresivo descenso del aclaramiento de
creatinina siendo de -60+7%, -72%9% vy de -71%7%

respectivamente.

La c¢oncentracién de creatinina en plasma permanecid
inalterada en los tres grupos de ratas diabéticas, mientras
gue en 1los grupos control se produjo un incremento durante

los primeros dias de tratamiento con la gentamicina.

En cuanto al contenido de gentamicina en la corteza renal,
las ratas diabéticas mostraron una menor concentracién de
gentamicina dgque sus respectivos controles. La tabla TX,

recoge los citados valores.
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(I ]
i LISOENZIMURIA PESO RINON GENTAMICINA i
| (mcg/dia) (9) (mcg/9g) I
|  GRUPO |
| |
| BREVE: 5 dias de duracién |
l D.M 0 1.46%0.07 159+14 |
| CONTROL 112+38 1.26+0.04 447+38 |
l |
| INTERMEDIO: 5 semanas de duracidn |
| D.M 0 ~ ~ |
| CONTROL 1023%298 - - |
| |
[ PROLONGADO: 5 meses de duracidén |
| D.M 0 1.51+0.05 274140 |
I CONTROL  1029+484 1.2540.07 513+28 |
1 !

Tabla IX. Niveles de gentamicina en la corteza renal.

El examen morfolégico del tubulo proximal, mostrdé una
gran variedad de grados de necrosis en las ratas control,

desde el grado 1, con una ligera lesidn hasta el grado 4 con
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necrosis total. Por el contrario no hubo evidencia de lesién
en ninguno de los grupos de ratas diabéticas , grado 0. Estos
rinones presentaban una total integridad de 1las células
tubulares. Tabla X.

[ 1
\ GRUPO Ne ANIMALES NECROSIS TUBULAR |
| media intervalo |
. |
f ]
|  DIABETICAS : |
| BREVE 4 0? - |
| INTERMEDIO 5 0: - |
|  PROLONGADO 6 0 - l
L [
{ 1
| CONTROL : |
| BREVE 6 3.010.5 2-3.5 |
| INTERMEDIO 5 2.140.3 1-3 |
| PROLONGADO 6 3.7%2 3-4 |
l |
L |

Tabla. X. Grados de necrosis tubular tras el tratamiento con

gentamicina.

Ademas y como era de esperar, ningunc de los dos grupos

{controles y diabéticas), desarrollaron lesiones glomerulares.
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Tras los resultados obtenidos se llegd a la conclusién de
que la duracién en tiempo de la diabetes inducida por la
estreptozotocina, no influye en modo alguno en la prevencidn
de la nefrotoxicidad. No obstante lo que si gqueda manifiesto
es la prevencién de la funcidén y morfologia renal, asociada
con el bajo contenido de gentamicina en la corteza de las

ratas diabéticas frente a las ratas contrel (no diabéticas).

Gouvea y colaboradores, (74), tras observar que las ratas
tratadas con estreptozocina mostraban una marcada diuresis
(glicosuria de 10 a 12 g/dia), sugirieron que este hecho podria
ser el responsable de la prevencidén al dano renal inducido por

gentamicina.

Como la recaptacién de gentamicina ocurre principalmente
en el tuibulo proximal, cabe la posibilidad de gue la intensa
glucosuria gque presentaban las ratas diabéticas interfiriera
en la incorporacion de gentamicina, disminuyendo asi 1la

acumulacidén intracelular y por tanto el dafioc renal.

Con el objeto de demostrar si la glucosuria Jjuega algun
papel en la prevencidn de la nefrotoxicidad inducida por
gentamicina, dichos autores realizaron un estudio en ratas no

diabéticas a las que se les administré 360 mg/dia de
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floricina, un inhibidor competitivo del transporte de glucosa
en el tubulo proximal, provocando asi una marcada glucosuria
Yy 40 mg/Kg/dia de gentamicina durante 15 dias. La experiencia

se realizd frente a ratas no-glucosuricas como control.

Los resultados obtenidos tras el tratamiento, muestran
que los animales no glucosuricos desarrcllaron los tipicos
sintomas de dano renal, lisoenzimuria (2147+701)mcg/dia,
elevacion de la concentracion de creatinina en el plasma y

reduccioén del aclaramiento de creatinina.

El contenido de gentamicina en la corteza renal fue de
395125 mcg/g, manifestando evidencias histoldgicas de necrosis

tubular.

La respuesta de los animales tratados con floricina y
gentamicina fue muy similar al grupo anterior, presentando una
elevada lisocenzimuria y una acumulacién cortical de gentamicina
de 360120 mcg/g de tejido. Figura. XIII.
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Fig. XIII. Modificaciones en el aclaramiento de creatinina,
liscenzimuria, necrosis tubular y contenido renal de

gentamicina.
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Podemos observar que las ratas diabéticas que ademas
fueron tratadas c¢on dosis terapéuticas de 1insulina,
presentaban un similar contenido de gentamicina en la corteza
renal. Debido sin duda a la disminuciodn del estado diabético
y por tanto a la desproteccidon frente al dano renal inducido

por el aminoglucésido. (75).

Los resultados obtenidos invitan a pensar que 1la
glucosuria "per se", no puede explicar la proteccidn al dano

renal que se produce en el tratamiento con gentamicina.

Con el fin de explicar los posibles mecanismos por los
cuales 1la diabetes mellitus juega un papel importante en la
prevencioén de la nefrotoxicidad se hizo preciso realizar un

estudio farmacocinético en estos animales. (76).

Para ello dos grupos de ratas, diabéticas (tratadas con
estreptozotocina como agente inductor de la diabetes) y no
diabéticas, recibieron dosis de gentamicina de 10, 40 y 70

mg/kKg.

Las ratas diabeticas eran ya hiperglucémicas (>500mg/dl)

y poliuricas (»70 ml/dia}, el dia del ensayo.
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Los parametros farmacocineéticos mas destacados se resumen
en la tabla XI.

I 1
l GENT. GENT. GENT. l
| (10 mg/Kg) (40 mg/Kg) (70 mg/Kg) |
| C DM c DM DM I
L |
r 1
| Ne 5 5 7 6 4 |
— =
t,, (min) 33%3 25%1 302 24*1 23+1 l
vd (1/Kg) .36%+.3 .36%.05 .29+.02 .23*.02  .40%.03 |
Q, (ml/min/100g) - .99+.12 .67%1.04 .96%.04  1.23%.1 |

|

l

|

]
l
l
I
| Gent.(mcg/g) 603+39  159+16 913463 404127  536+81
|
L

Tabla.XI.Parametros farmacocinéticos determinados tras la
administracién de 10, 40 y 70 mg/Kg de gentamicina.
C. Control ; D.M. Diabetes Mellitus.

Los niveles plasmaticos de gentamicina en las ratas
diabéticas, 20' después de la administracidn de la dosis de 40

mg/kKg, eran inferiores que las detectadas en las ratas control.
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Diferencias similares fueron observadas después de la

dosis de 10 vy 70 mg/kg.

Como se observa en la tabla XI, el volumen de distribucidn
no presenta diferencias significativas entre los valores de las
ratas diabéticas y las ratas controles, en las distintas dosis

empleadas.

En cuanto a la concentracion de gentamicina en la corteza
renal, los animales diabéticos que recibieron 10 y 40 mg/Kg de
gentamicina, acumularon menor cantidad del aminoglucdsido gue

sus correspondientes grupos controles.

De acuerdo con 1los resultados obtenidos Vaamonde vy
colaboradores (76), suglieren que la eliminacidén de gentamicina
en las ratas diabeéticas es mas rapida, debido a la menor
semivida y elevado clearance plasmatico, que en las ratas

control.

Este comportamiento diferencial aparece dentro de los
primeros 20 minutos después de la administracion de gentamicina
y esta asociada a la escasa recaptacion del aminoglucédsido en

la corteza renal.
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A pesar de gue no existen evidencias del metabolismo de
la gentamicina en el organismo , los datos sugieren que los
animales diabéticos presentan exaltado el aclaramiento del

antibidético.

No obstante serd necesario continuar en el estudio de los
modelos farmacocinéticos con el fin de explicar la relacidn
entre dichos parametros farmacocinéticos y la prevencidn de

la nefrotoxicidad.

Ya explicamos anteriormente al referirnos a los posibles
mecanismos de nefrotoxicidad, gque 1los fosfolipidos de la
membrana desempefian una funcidn muy importante en la

regulacion de la permeabilidad de las membranas al Ca++ (3).

Por ello el Ca++ parece actuar como un inhibidor
competitivo en la interaccidén de 1la gentamicina con la
membrana de las células renales, sugiriéndose asi el posible
papel preventivo en el desarrollo de la nefrotoxicidad

inducida por gentamicina.

Con el fin de estudiar este aspecto, Bennet vy
colaboradores realizaron una experiencia en ratas a las que
se les suministrd un alto contenido de calcio en la dieta

(4%). conjuntamente con una dosis de dgentamicina de 40
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mg/Kg/dia durante 14 dias de tratamiento. Las ratas control
recibieron idéntica dosis del aminoglucdsido y una dieta con

un contenido normal en calcio (0.5%).(77).

Los resultados muestran que tras 7 dias de tratamiento
los niveles de creatinina en el suero son mucho was elevados
en las ratas control Fiqura. XIV, siendo la mortalidad del
100%. Sin embargo las ratas con alto contenido de calcio en

la dieta sobrevivieron los 14 dias de tratamiento.
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mg/d)

Cr

Fig. XIV. Niveles de creatinina en suero. O -Con Ca++.
m -Control.

En el tercer dia de tratamiento, la acumulacidn de

gentamicina en tejido renal fue significativamente mas baja en
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las ratas que recibileron una dieta rica en calcio, que en las

ratas control. Figura. XV.(78).

900
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&
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Fig. XV. Niveles de Gentamicina en corteza renal.

o .Con Ca++. E.Control.
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La administracién de calcio en la dieta esta asociada a
una disminucién y retraso en el dano renal, ya que tras 7
dias de tratamiento las ratas controles manifestaban un 100%
de necrosis del tejido renal, sin embargo en las ratas tratadas
con el 4% de calcio en la dieta la necrosis afectd solo al 25%

de los tubulos proximales.

Es por ello que la administracion de altas dosis de calcio
en la dieta estd directamente ligada a una disminucidén de la
toxicidad intracelular que genera la administracion continuada

de gentamicina.

Estudios realizados en las mitocondrias de las células de
la corteza renal, muestran que tras la administracidén de un
4% de CO; Ca como suplemento de la dieta, conjuntamente con
una dosis de gentamicina de 100 mg/kg/dia durante 10 dias de
tratamiento, no aparece una disminucion del estado 3 en la
respiracion mitocondrial. Hecho que se manifiesta en las ratas
control cuyo contenido de calcio en la dieta era de un 0.5%
. (79).

Humes y colaboradores, (80), confirman estos resultados
Yy sugleren ademas que el calcio interfiere en los lugares de
unién de la gentamicina en las membranas con borde de cepillo

de las c¢elulas renales.
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La gentamicina, un policatiodn parece unirse
electrostaticamente a los fosfolipidos anidénicos de las
membranas plasmdaticas. El efecto protector del calcio aportado
en la dieta podria deberse a la facultad de este cation para
actuar como un competidor en la unidn de la gentamicina a la

membrana plasmatica de las células renales.

No obstante Elliot y colaboradores, (81), proponen gue el
suplementc de calcio puede disminuir la nefrotoxicidad sin
alterar la concentracidn del calcio en el suero (calcio
filtrable).

Por tanto el calcio podria atenuar la nefrotoxicidad

inducida por la gentamicina indirectamente.

Una dieta rica en calcio favorece la supresion de 1la
actividad de la PTH, pudiendo disminuir dicha nefrotoxicidad.
Por otra parte la estimulacidén de la PTH aumenta los niveles
renales de los fosfolipidos, los cuales juegan un papel muy
importante en 1la unién de la gentamicina a las membranas con
borde de cepillo, multiplicandose asi los lugares de uniodn

del aminoglucdsido y potenciando la nefrotoxicidad.

Es por ello que si el cometido del calcio en la prevencion

de la nefrotoxicidad es a traves de la supresion de la
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secrecién de la PTH, una paratiroidectomizacién (PTX),
presentaria los mismos efectos a pesar de la hipocalcemia que

se manifiesta al cauterizar dicha glandula.

Bajo el mismo razonamiento la estimulacién de la PTH
(disminuyendo el calcioc de la dieta)}, produciria el aumento de
la toxicidad inducida por la gentamicina, incluso cuando los

niveles de calcio en la sangre fueran normales.

Inversamente si el efecto preventivo del calcio es directo
(no via PTH), entonces tras la PTX (situacidén de hipocalcemia),

existiria un marcado efecto nefrotdxico.

Con el fin de confirmar dicha hipotesis, Elliot vy
colaboradores, (82), realizaron varios ensayos en ratas
paratiroidectomizadas las cuales fueron tratadas con 20
mg/Kg/dia de gentamicina durante 21 dias, con una dieta del
1.2% de calcio (valores normales de las dietas comerciales
del 0.8-1.2%). E1 estudio se efectud frente a ratas controles,
recibiendo la misma dosis del aminoglucédésido y sometidas a la
estimulacidn de la secrecidn de PTH, mediante la disminucidn

del calcio en la dieta, {(0.1%).

Los resultados obtenidos muestran que la concentracién de

creatinina sérica es mucho mas elevada en los animales
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control.Figura. XVI.
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OPTX

mg/sdi
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Fig. XVI .Niveles de creatinina sérica en ratas PTX y ratas

control.

El estudio histoldégico renal, refleja una lesidn tubular
severa en las ratas control, frente a la aparicién de un
moderadao numero de lisosomas alterados y una ausencia de

necrosis tubular en los animales PTX.
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Todos estos datos demuestran que la PTX disminuye la
nefrotoxicidad inducida por la gentamicina.

Ya que las ratas PTX sufrian una hipocalcemia,
XIX, los

Figura
resultados sugieren que la PTH y el calcio tienen

efectos separados en la prevenciodén ée la toxicidad renal.
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Fig.XVII. Concentracidn sérica de Ca++.
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De acuerdo con todo lo expuesto anteriormente los tres
posibles mecanismeos por los cuales la PTH puede aumentar la
nefrotoxicidad son: primero, la PTH aumenta los niveles de
fosfatidilinositol. Segundo, la estimulacidn de la PTH podria
aumentar la nefrotoxicidad inducida por gentamicina alterando
el metabolismo de los fosfolipidos. Y por ultimo, la PTH
incrementaria dicha toxicidad a través de una alteracidén en la

afluencia de Ca++ a la células tubulares renales.

Recientemente los blogqueantes de los canales de Ca++ han
sideo estudiados por sus efectos especificos scbre la PTH. (83).
El verapamil parece inducir una supresidén en la secrecion de
dicha hormona, asl como una alteracidén de la afluencia del
calcio a la membrana citoplasmatica y por tanto una
disminucioén en el contenido de calcio en las células renales.
(84-85).
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OBJETIVO Y PLANTEAMIENTO

El objetivo de este trabajo se centra en analizar, desde
el punto de vista farmacocinético, una serie de factores que
condicionan la nefrotoxicidad inducida por los antibiéticos
aminoglucésidos; y aportar, si es posible, informacidén gque
permita la utilizacidén clinica de estos compuestos sin los

riesgos que implica dicha utilizacién en el momento actual.

Existe abundante documentacidén gque confirma due 1la
Diabetes Mellitus, en animal de experimentacidn, protege
frente a 1la nefrotoxicidad inducida por la utilizacidn de

estos antibidticos.

De igual forma, existen numerosos datos bibliograficos
que ponen de manifiesto que el <calcio, directa o
indirectamente, protege del deterioro renal gque se produce

tras la utilizacidn del aminoglucdésido en tratamientos

prolcongados.

Por todas estas razones, el objetivo de esta memoria se

centra en dos puntos:

I.- La Diabetes Mellitus en la prevencion de la
nefrotoxicidad inducida por gentamicina. Estudic
farmacocinético en pacientes insuficientes renales, diabéticos

y no diabéticos, sometidos a hemodidlisis.
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IT1.- El calcio en 1la prevencion de la nefrotoxicidad
inducida por gentamicina. Estudio farmacocinético en animales
de experimentacién en tratamiento con dosis maltiple.

En ambos casos, lo que se pretende es realizar el analisis
farmacocinético gue nos permita evaluar, a través de los
parametros estimados, las posibles diferencias, gue nos
confirmen si de verdad se manifiesta un comportamiento
distinto del antibiético entre un paciente diabético y no
diabético o0 si en realidad la presencia de calcio reduce el
fallo renal agudo inducido por la gentamicina en tatamiento
prolongado.

Se trata, por tanto, de una evaluacién farmacocinética que
nos permita definir, en nuestras condiciones de trabajo, cuales
son los parametros modificados y en que cuantia se produce

dicha modificacidén.

Para ello, el planteamiento del estudic se lleva a cabo

de acuerdo con los siguientes esquemas:
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ESQUEMA T.

ESTUDIO FARMACOCINETICO EN PACIENTES INSUFICIENTES RENALES

INSUFICIENTES RENALES NO DIARBETICOS INSUFICIENTES RENALES DIABETICOS

L_“ TECNICA DE VALORACION MICROBIOLOGICA 4*J

Adm. Bolus

Adm. Bolus

Niveles plasmaticos Niveles plasmaticos

- Linea arterial - Linea arterial

- Linea venosa - Linea venosa

ESTIMACION ESTADISTICA DE PARAMETROS. PROGRAMA '""ADARPTV

HODELO I MODELO 11

(GLOBAL [REDUCIDO GLOBAL ! REDUCIDO l
— - TRATAMIENTO DE DATOS |t

e R—

ESTUDIC ESTADISTICO
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ESQUEMA TT.

ESTUDIO FARMACOCINETICQO DE GENTAMICINA EN CONEJOS.

TRATAMIENTO EN DOSIS MULTIPLE.

TECNICA DE VALORACION MICROBIOLOGICA

GRUPO 1 GRUPO II GRUPO IIT
{Gentamicina) {Gentamicina, Ca++) (Gentamicina, Ca++,verp)
Niveles plasmaticos Niveles plasmaticos Niveles plasmaticos

TRATAMIENTCO DE DATOS

DETERMINACION AUC

ESTIMACION ESTADISTICA DE
PARAMETROS: CONTROL ADAPTADO
PROGRAMA '"'ADAPT

t

O
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ESQUEMA TII.

ESTUDIO ER CONEJOS TRATAMIENTO EN DOSIS MULTIPLE

i

GRUPO I GRUPO IX GRURPO III

{Gentamicina) {Gentamicina, Ca++) {Gentamicina, Ca++,verp)
ESTUDIO HISTOLOGICO
EN TEJIDO RENAL.

-
DETERMINACION DE GENTAMICINA
EN RINON.
S T

TECNICA DE VALORACION MYCROSCOPIA MICROSCOFIA
MICROBIOLOGICA. | OPTICA ELECTRONICA

ESTUDIO COMPARATIVO Y ESTADISTICO INFORMES

o2
1%
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MATERIAL Y METODOLOGIA

1.- TECNICA ANALITICA.

METODO MICROBIOLOGICO.

Esta basado en la comparacion de la respuesta producida
por un microorganismoc susceptible a una concentracion
desconocida de antibidtico, con la respuesta del mismo
microorganismo, bajo idénticas condiciones ,a una concentracidn

conoclda de antibicotico.

Dentro de las técnicas microbiologicas existentes, hemos
escogido la teécnica en placa por difusién en gelosa solida,
utilizando como microorganisme indicador el Bacilus Subtilis
ATCC 6633.(86).

1.1- DESCRIPCION DEL MATERIAL Y METODO DE TRABAJO.

1.1.1.- Preparacion de los reactivos.
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Medio antibidtico numero S:

Composicidn por litro:

[

.— Bacto.beef Extract .....

.- Bacto.yeast Extract ....

.- Bacto.pectonne ........

.— Bacto.agar = ...... .-

Medio antibidético numero 1:

Composicién por litro:

.— Bacto.beef Extract .....

.~ Bacto.yeast Extract ....

.— Bacto.casitonne ........

.— Bacto.pectonne ........

950

---------

---------

---------
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.— Bacto.dextrose ........... e e 1.0 g

.— Bacto.agar = ... iiiienees . 15.0 g

Para la preparacién del medio se pesan 25.5 g y 30 g de
medio n* 5 y n® 1 respectivamente. Se disuelven en 1000 ml
de agua destilada Y se calientan a ebullicién con el
fin de disolver el medio totalmente. Se reparten en los tubos
correspondientes de medio conteniendo cada uno 10 ml, se tapa
con algoddn graso y se esteriliza en autoclave durante 30
minutos a 1 atmdsfera de presidén y 121¢ C de temperatura.
(87).

i.1.2.- Preparacidn del Bacilus Subtilis ATCC 6633.

La cepa del microorganismo utilizada en los distintos
ensayos, se conserva mediante pases sucesivos. Se prepara la
suspension bacteriana a partir de los cultivos de gérmenes

segun el siguiente método:

a. Preparacion del sland.

Se preparan en primer lugar tubos inclinados con 10 ml

del medic antibiotice numero 1. Se realiza el pase mediante

91



MATERIAL Y METODOLOGIA

siembra en estria y se incuba el sland durante 24 horas a 35-37

ce.

L. Preparacidén del Roux.

Se prepara el Roux con 250 ml del medio antibidtico
numero 1 incorporando 0.03 % de SO, Mn, se esteriliza y una
vez solidificado el medio se suspende uno de los slands en 3
ml de solucidén salina estéril, sembrandose en el Roux con
ayuda de unas bolas de vidrio igualmente estériles. Se incuba

a continuacioén durante 48 horas a una temperatura de 32-35 =2C.

Transcurrido este tiempo, el conjunto se mantiene durante
120 horas a temperatura ambiente. A continuacién se realiza
su lavado con 25 ml de agua destilada estéril. La suspensiodn
se tindaliza a una temperatura de 65-70¢ C en Dbano
termostatizado durante 30 minutos. Este proceso se realiza

tres veces consecutivas.

Una vez terminado el proceso, la suspensidén asi obtenida

puede conservarse en nevera durante un ano.

c. Normalizacion de la Suspensidn.
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Consiste en determinar el factor de dilucidén para que 1la
lectura colorimétrica a 580 nm. presente una trasmitancia del
25 %.

1.1.3.-Desarrollo del meétodo

Los tubos del medio sdlido se calientan en un bano a
ebullicidén con el fin de fundir dicho medio manteniéndose
posteriormente en bano termostatizado a una temperatura de

44-46 grados centigrados.

Una vez que el medic alcanza dicha temperatura,se le
incorpora a «cada tubo 0.1 ml de 1la suspensién del

microorganismo vya normalizado.

Todo el proceso se realiza a pié de mechero, o bien en
campana de flujo laminar con pipeta estéril, para evitar la
contaminacion. A continuacidén se somete a agitacion con el fin
de conseguir la distribucidn homogénea en todo el medic de

cultivo.

El contenido de cada tubo se vierte en placas petri
estériles de 10 cm de didmetro. Mediante un ligero movimiento

rotatorio se extiende uniformemente el medio por toda la placa
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y se deja soldificar.

a. Preparaciodn de las soluciones patron y las
muestras.

Para poder determinar la concentracion de antibidético
existente en las distintas muestras problema, se prepararon
los patrones correspondientes con concentraciones conocidas
de antibiodticos.

El margen de concentraciones fue de 6 a 0.3 mcg. Se
escogieron estos mArgenes Yya que para concentraciones

inferiores, el método no era lo suficientemente sensible.

ILa dilucidn de 1las mnmuestras de plasma problema y la
preparacién de las soluciones gque constituyen los patrones
correspondientes se realizaron siempre con suero bovino. En
todos los casos se controld el tiempo de contacto de 1la
muestra o del antibidético patrdén con el plasma, puesto que
con anterioridad se comprobd que la difusion del antibidtico
varia en funcidn de gque este periodo de tiempo sea mas o menos
largo. Teniendo en cuenta este hecho, utilizamos para tocdas
las muestras de plasma y patrones correspondientes un tiempo

de contacto de 30 minutos.
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b. Inoculacién de los discos en placas petri.

Tanto las soluciones patrén como las muestras problema
de plasma se inoculan en discos de papel de celulosa de 6 mm.
Las determinaciones se hacen por triplicado y el volumen de

muestra utilizado es en todos los casos de 20 mcl.

Una vez impregnados los discos en solucidén patrdn, o
muestra problema, se distribuyen en placas de petri. En cada
placa se colocan 4 discos de muestra, problema o patron,
indistintamente, con el fin de asegurar la maxima
homogeneidad. Posteriormente se introducen en estufa de

cultivo a 342 C durante 16-18 horas.

Transcurrido el periodo de incubacidén se observa un
crecimiento homogeneo del microorganismo en toda la placa y se
aprecia un halo de inhibicién correspondiente a la zona hasta

donde ha difundido el antibidtico.(88-89).

Una vez medidos los halos de inhibicidén se hallan 1los

valores medios correspondientes a las tres determinaciocnes.

Se realizo siempre una curva de calibracidn para cada

serie de muestras problema valoradas en el dia. Posteriormente
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se representan los diametros medios de los halos de inhibicién
en escala lineal frente a las concentraciones de 1las
soluciones patrén en escala logaritmica. A partir de 1la
ecuacioén resultante y de los halos de inhibicidn obtenidos se
determinan las concentraciones de las muestras problema
valoradas. (90-91).
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2.— MATERIAL UTILIZADO

.— Bano termostatizado Heron.

.— Estufa de cultivo T.D.

.— Estufa de esterilizacidn Salvis.

.- Autoclave Hirayama M : F.G. corp. Mod. H.A. 3 D.
.— Campana Flujo Laminar Miniflowal. Macorra S.
.— pHmetro Crison micro T.T. 2022.

.— Balanza de Precisidn Sauter.

.— Balanza Monoplato Oerling.

.— Micropipetas automaticas de 20 mcl, 1 ncl,
.— Placas Petri desechables de 10 cm.

.— Discos de celulosa Schleicher de 6 cm.

.— Agitador.

.— Centrifuga Wifug x 1.

.— Analizador automatico Polimak M-10.

.— Homogenizador Potter-Elvehjem.

.— Hemodiallzador

.— Filtre A.M - 160

.— Filtro A.M - 720

.— Filtral

.— Congelador Zanussi

.— Material de wvidrio.
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3.- REACTIVOS EMPLEADOS

.— Antibiético medio 1. Difco

.~ Antibidtico medio 5 .Difco

.~ Hidroxido sédico . Panreac

.— Fosfato disdédico. Panreac

.- Fosfato monopotasico

.— Cloruro soédico. Panreac

.~ Acido tricloroacético. Probus
.- Reactivo Boehringer n¢ 204382
.- Reactivo Boehringer n@ 124192
.~ Reactivo Boehringer n@® 524310
.~ Reactivo Boehringer n® 556726

.~ Precinorm U Boehringer n® 204382
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4.- DISENO EXPERIMENTAL.

4.1.-PROTOCOLO EXPERIMENTAL EN PACIENTES INSUFICIENTES
RENALES SOMETIDOS A HEMODIALISIS.

4.1.1.- Proceso de Hemodialisis : Descripcién

La hemodialisis constituye una de las técnicas de
depuracidn extracorpdrea de sangre de mayor utilizacidn en la

actualidad.

Consiste fundamentalmente en un intercambio a través de
una membrana semipermeable, entre la sangre del enfermo y una
solucion de composicidn electrolitica similar a la del plasma
normal. Permite la depuracidén de las sustancias de desecho y

la normalizacion de los electrolitos plasmaticos.

La hemodialisis periodica se destina, en principio, a

todos los pacientes portadores de una insuficiencia renal
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crénica que ha alcanzado su estadio ultimo, quedando definido
pPoOY un descenso de la filtracidén glomerular residual por
debajo de 5 ml/min, lo que corresponde a una disminucidén del
nimero de nefronas restantes a menos del 5 % de su cifra

inicial.

La filtracién se puede calcular, en el estadio
evolucionado de 1la insuficiencia renal, por la medida del
aclaramiento de urea y creatinina en la orina de 24 horas. En
la practica este estadio corresponde a una creatinina de 13
a 15 mg/100 ml.

Actualmente, no existe ningun tipo de criterio basado en
la naturaleza de la nefropatia, la edad, el sexo o las
condiciones socioecondmicas, que impida aplicar este

tratamiento.

No obstante subsisten contraindicaciones de tipo médico,
limitadas por el propio método, entre las que se podria citar
: una avanzada edad fisiologica, una alteracidén irreversible
del estado general, perturbaciones psiquicas severas,

insuficiencia coronaria marcada, neoplasia...

La hemodi&lisis periddica tiene por objeto suplir las

funciones de excrecidén y requlacidn hidroeléctrica de 1los
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rifiones destruidos. Alcanza este objetivo realizando un
intercambio discontinuo de solutos y agua, a través de una
membrana semipermeable, entre el plasma del paciente y una
solucidén de didlisis de composicidén muy préxima a la de un
liguido extracelular normal. La existencia de un gradiente de
presién hidrostatica entre la sangre del enfermo y el bano de
didlisis permite, ademas, la sustraccidén por ultrafiltracién
de la cantidad de agua y sales acumulada en el intervalo entre
dos didlisis. (92).

El dispositivo gue permite el intercambio entre la sangre
y el bano de dialisis es el dializador. Se compone,
esquematicamente, de una membrana semipermeable que separa dos
compartimentos en los cuales circulan, respectivamente, la
sangre del paciente y el liquido de dialisis. E1 bano de
dialisis es una solucidn acuosa no estéril con una composicidn
electrolitica similar a la de un liquido extracelular normal.
Esta desprovisto de aquellos solutos cuya eliminacidn se desea
{(urea, creatinina vy otros desechos del metabolisme

nitrogenado).
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Sangre
—+ l -
v
QCBe Cse - — QB Cs
—_— N R
+ -

- 1

ODs CDs — — QDe Cbhe
*
Liquideo de dialisis Membrana semipermeable

Los simbolos QB y QD designan los flujos de sangre y de
bano de didlisis; C8 y CD las concentraciones correspondientes;

y los indices e y s la entrada y salida del dializador.

La cantidad de solutos transferida se calcula segun las
leyes de transferencia de masas a través de las membranas

semipermeables. (92). La transferencia de masa de un soluto se
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define como la cantidad de dicho soluto gque pasa de la sangre
al Dbafio de didlisis o viceversa, por unidad de tiempo. E1
sentido de intercambio viene determinado  por las
concentraciones respectivas de los solutos y por las
condiciones de presidén reinantes a uno y otro lado de 1la
membrana.

La cantidad de soluto extraida de la sangre en un tiempo
dado, N, puede expresarse como la diferencia entre la cantidad
de soluto que entra en el dializador { CSe * QBe )}, Yy la
hallada a la salida, ( CSs * OBs ). (93).

N = ( CSe * QBe ) - ( Css * (QBs )

Esta cantidad es 1igual a la que aparece en el bano de

dialisis en el mismo momento :

N = ( QDhs * CDhs ) - ( QDe * (CDe )

lL.a transferencia de masa a traves de 1a membrana
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semipermeable se realiza por un mecanismo de ultrafiltracion

o conveccion, NUF y depende de tres factores (94):

NUF =T * Cs * Qf

T : Coeficiente de filtracidn de la membrana para el
soluto considerado. Se define como la relacidén entre la
concentracidén del soluto en el ultrafiltrado y su concentracidn

en el mismo momento en el plasma, UF/P.

Cs : Concentracidén media del soluto en el plasma

Qf : Caudal de filtracidén del disolvente o caudal de
ultrafiltracidn; depende de la superficie eficaz y de 1la
permeabilidad hidraulica de la membrana, asi como de la presién

hidrostatica transmembrana.

lLos rendimientos de un dializador tantc en lo que se
refiere a la extraccidn de los solutos como a la perdida de
agua por ultrafiltracion, deben ser mesurables a fin de
permitir la prevision de los mismos y la comparacion entre

los diverses dializadores. {95).
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La transferencia de masa para un solutoc dado puede
expresarse por el aclaramiento o bien por la dializancia del
dializador para dicho soluto. El aclaramiento de un dializador
Cl es la relacion entre la transferencia de masa para el
soluto considerade , N, y su concentracién en sangre a la

entrada del dializador, CSe.

Cl=N,/CSe = QB[ ( CSe- CSs ) / CSe ]

La dializancia, D, de un dializador es la relacidn entre
la transferencia de masa para el soluto considerado y el
gradiente de concentracidén de dicho soluto, entre la sangre y

el bano de dialisis a la entrada del dializador, CSe - CDe :

D=N,/{( CSe —CDe ) = QB [ (CSe ~ CSs ) / ( CSe - CDe ) ]

En el caso de un bano de dialisis de paso unico CDe es
nulo y la dializancia es igual al aclaramiento por lo que ambos
pueden utilizarse indistintamente en este case. En cambio solo
debe emplearse la dializancla en el caso de dializadores de

bobina con recirculacién del liquido de dialisis y en sistemas
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gue utilizan un bafio de dialisis en circuito cerrado.

Un dializador esta formado por una membrana de dialisis
y estructuras de sostén. Las diferentes variedades de
dializadores existentes en la actualidad se pueden reducir a
tres tipos principales :

.~ Dializadores de bobina : estan constituidos por una
o dos vainas de cuprofén, enrrolladas transversalmente
alrededor de un scoporte cilindrico y sostenidas por un
enrejado semirigide gque opone una dran resistencia a 1la
progresidén de la sangre y del Dbanho de dialisis. La circulacién
del bano exige un caudal elevado, del orden de 20 a 30 1/min.
(96). La pérdida de carga del circuito sanguineo es muy
importante ya gque impone el empleo de una bomba de sangre
oclusiva y provoca una ultrafiltracién obligatoria. (97). Estos
dializadores presentan la ventaja de un rendimiento elevado
y de un empleo sencillo. Sus inconvenientes son la frecuencia
de rotura de la membrana debido a las fuertes presiones
necesarias para vencer la resistencia del circuito y 1la

dificultad de control de ultracentrifugacion. (98).

.— Dializadores de placa : estan constituidos por un
numero variable de compartimentos paralelos y rectangulares,
separados por estructuras de sostén rigidas que les aseguran

una baja distensibilidad. Ofrecen solo una débil resistencia
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a la progresién de la sangre. Su contenido en sangre es mas
bajo que el de los dializadores de bobina y el caudal de

ultrafiltracién es previsible y facilmente regulable. (99).

.— Dializadores de fibra hueca : estan constituidos por
la yuxtaposicidén de 10.000 a 15.000 fibras huecas o capilares,
con un didmetro interno aproximado de 200 micras. La membrana
es de cuprofan o de acetato de celulosa. Su distensibilidad
es muy baja. Esta estructura geométrica es tedricamente éptima
ya que el contenido de sangre, inferior a 150 ml y el espesor
de la pelicula sanguinea, inferior a 100 micras para una
superficie de dialisis del orden de 1 m?, son los mas bajos
de todos los dializadores. La resistencia a la progresidn de
la sangre es baja y la ultrafiltracién facilmente controlable.
Su principal inconveniente reside en la imprevisible aparicioén
de coagulaciones en la fibras capilares, que reducen la
eficacia de 1la dialisis y dificultan la recuperacidén de la
sangre. {100-101).

Es por tanto gué, en ultima instancia, la eleccidn del
tipo de dializador dependera de su capacidad para la
depuracion de moléculas peqguehas como urea y creatinina y de
las mas grandes c¢omo la vitamina Bl2, de las caracteristicas
de ultrafiltracion de la maquina, del volumen requerideo, asi

como de las exigencias propilas del paciente.
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La tabla XIZX. resume las caracteristicas del

funcionamiento de los dializadores utilizados durante el

ensayo.

M 1
| DIALIZADOR COMPOSICION COEF .ULTRAF CAPACIDAD |
| (ml/h/min) (ml) |
[_ {
T 1
I l
i A.M.160 Cuprofano 6.7 78 |
{ A.M.720 cuprofano 5.3 75 |
l A.M.69 Cuprofano 3.1 g1 |
L |

Tabla XII. Dializadores utilizados en el ensayo.

El acceso a la circulacidn sanguinea se realiza a través
de una fistula arteriovenosa simple. Para crear este
dispositivo se procede a la anastomosis de la arteria radial

y de una vena superficial adyacente.

En la figura XVIII. reproducimos un esquema de un moédulo
de hemodialisis similar al utilizado en los pacientes objeto
de este estudioc. (102).
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Fig. XVIII1. Esguema de un modulo de hemodidlisis.
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El proceso comienza en el momento en el que el enfermo es
conectado al hemodializador mediante el acceso vascular

anteriormente citado.

La técnica consiste en bombear la sangre heparinizada del
paciente a través del compartimento sanguineo de la maquina,
linea arterial (A), a una velocidad de 200-300 ml/min. La
anticoagulacién se logra mediante la infusién continua de

heparina en la linea sanguinea.

El 1liquido de la dialisis, que pasa por el compartimento
de dializado o filtro, es preparado a partir de un concentrado

comercial de liquidos o de sales secas tratadas con agua.

La composicion de la solucién concentrada  para

hemecdidlisis es la sigquiente:

.~ Sodic : 138 m. Eg/1

.- Potasio : 1.5 m. Eqg/1
.- Magnesio : 1.5 m. Eg/1l
.= Calcio : 3.5 m. Eg/1
.~ Acetato : 35 m. Eg/1l
.— Glucosa : 1 g/1
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El sistema de mezclado de este liquido requiere de la
ayuda de una bomba (2) que suministre el agua y las sales en
la proporcidn de 34:1.

La continua vigilancia de 1la conductividad eléctrica
del dializado permite mantener 1la concentracién idnica.

El liquido de hemodidlisis ( agua cargada de toxinas
urémicas y solutos de bajo peso molecular), es arrastrado a
un canal de desecho. El flujo con el que este liquido

dializado sale de la maguina es aproximadamente de 566 ml/min.

Una vez gue se ha producido el intercambioc osmético entre
la sangre y el liquido de reposicién, la sangre dializada
retorna con la ayuda de una bomba al individuo por la linea

venosa (V).

Existen ademas monitores especiales gue impiden la

formacidn de altas presiones negativas que podrian romper la

membrana dializante. Estos sistemas también wvigilan 1a
presencia de sangre en el liquido de dialisis, lo gue
indicaria una rotura del dializador. Un detector de aire

vigila la linea de sangre venosa para prevenir la embolia
gaseosa. Asimismo las presiones sanguineas del paciente al

dializador vy del dializador al paciente son vigiladas
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constantemente para detectar cualquier cambio suibito indicador
de obstruccidn. (103-104).

4.1.2.- Caracteristicas de los pacientes sometidos a
ensayo.

El estudio fue llevado a cabo en pacientes adultos de

ambos sexos insuficientes renales terminales,
aclaramiento de creatinina

con un
inferior a 5 ml/min, y de
edades comprendidas entre 20 y 50 afios. La tabla
recoge los dates mas

(XIII),
significativos de dichos pacientes.
Asimismo se establecieron dos grupos:

*~GRUPQ T.

6 pacientes ( 2 mujeres y 4 varones ), con

insuficiencia
renal terminal.
*~GRUPO T1I.
6 pacientes ( 4 mujeres y 2 varones ), con insuficiencia
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renal terminal y Diabetes Mellitus tipo I.

4.1.3.- Toma de muestra.

La dosis de gentamicina inyectada fué en todos 1los
casos de 80 mg, de acuerdo con el protocolo habitual de
prescripcioén de este antibidtico establecido por el servicie.
La administracién se realiza, en todos los casos en la linea
venosa instantes antes de poner en funcionamiento el
hemodializador. (Figura XVIII). Se recogieron muestras de
sangre de la linea arterial, a 1los siguientes tiempos: 10°',
20', 30', 50', 80', 3 h. y 5 h. Coincidiendo esta udltima
recogida de muestra en casi todos los casos, con el final del

proceso.
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I 1
| IND. N¢ SEXO0 PESO HEMATOCRITO FILTRO |
- —
| c.M.M. 1 H 54 31.2 A.M.720 |
| R.C.O. 2 H 60 36.6 A.M.720 |
| D.F.H. 3 H 52 27.1 A.M.720 l
| J.6.¢ 4 H 71 24.7 A.M.720 1
| F.A. 5 v 57 30 A.M.720 |
| J.M 6 v 50 38.2 A.M.720 ]
| F.F.c. 7 \' 76 27 A.M.160 |
| B.R.S. 8 v 64 22.8 A.M.160 |
| s.M.ch 9 H 51 23 A.M.160 i
| V.R.R. 10 \'% 58 46 A.M.160 |
| P.R. 11 H 46 32 A.M.720 |
| A.R. 12 v 59 37 A.M.720 [
L {

Tabla XIII. Caracteristicas de los individucs de hemodialisis.

Los tiempos de recogida de muestra fueron, en algunos
casos, ligeramente modificados debido a problemas de indole

clinico.
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4.1.4.- Preparacioén y analisis de las muestras

Las muestras de sangre procedentes de 1los individuos
sometidos a hemodidlisis se mantuvieron en nevera durante el
tiempoc de duracion del ensayo. Posteriormente fueron
centrifugadas a 3000 r.p.m. durante 10 minutos. A continuacién
se separd el plasma y se congelaron a -302 C, hasta el momento

de su valoracién.

4.2~ PROTOCOLO EXPERIMENTAL EN ANIMALES DE
EXPERIMENTACION

4.2.1.- Caracteristicas de los animales objeto del

estudio

El estudio se realiza sobre 36 conejos machos blancos
Neozelandeses, con pesos comprendidos entre 2 y 2,5 Kg,y

libre acceso al agua y comida durante todo el tratamiento. .

Los animales no presentaron ninguna enfermedad de base
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que pudiera en alguna medida condicionar el estudio.

Se establecieron tres situaciones de ensayo:

12 conejos a los gue se les administro gentamicina por

via endovenosa durante 16 dias de tratamiento.

*~-GRUPO IT.

12 conejos a 1los que se les administrdé gentamicina por
via endovenosa y cloruro calcico dihidratado, al 1 % en
sclucidén acuosa, por via oral ( mediante sonda gastrica ),

durante 16 dias de tratamiento.

*=CRUPO TTT

12 conejos a los gue se les administrd gentamicina por

via endovenosa y cloruro calcico dihidratado, al 1 % en
solucién acuosa, ©por via oral, ( mediante sonda gastrica
}.Y verapamil , por via endovenosa durante 16 dias de
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tratamiento.

4.,2.2.- Determinacidén de la superficie corporal.
Calculo de la dosis,

a. Gentamicina

La pauta posoldégica en animales de experimentacidén se
establecié a partir de las doslis terapéuticas en humanos

extrapoladas en funcién de la superficie corporal.

Freireich et al (1966) (105}, establecen los indices
representativos de superficie corporal respecto al peso para
varias especies animales, no obstante, en dicho trabajoe no

estdn incluidos los datos correspondientes al conejo.

La superficie corporal del conejo se calculé a partir de

la expresion : (106)

s= K * /p’

117



MATERIAL Y METODOLOGIA

donde 8: superficie corporal ( cm®* ); K: constante propia de
cada especie animal, gque para el conejo es 12.86 (106); P:
peso (g).

De esta forma la superficie corporal del conejo resulta

ser 0.2044 m?, para un peso establecido de 2 Kg.

Una vez calculada la superficie corporal hemos podido

completar los datos publicados por Freireich et al (105).
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M 1
| PESO SUPERFICIE COCIENTE |
| CORPORAL CORPORAL SUPERF . PESO |
l (Kg) (m? ) (Km) |
| ESPECIES : !
I |
| RATON 0.02 0.0066 3 [
| RaTa 0.15 0.025 5.9 |
| CONEJO 2 0.204 9.8 |
| MoONO 3 0.24 12 |
|  PERRO 8 0.40 20 |
| NINO 20 0.80 25 |
| HOMBRE |
I ADULTO 60 1.6 37 |
L $

Tabla. XIV. Indices representativos de superficie corporal

respecto al peso para varias especies.

Para expresar una dosis conocida en mg /Kg en
mg /m’ en una especie dada, se multiplica la dosis por el Km

correspondiente.

De igual forma hemos completado la tabla de factores de
conversion para dosificacion equivalente sequn la superficie

corporal. Esta tabla proporciona los factores de conversion
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aproximados para transformar dosis expresadas en mg /Kg en
una especie a una dosis por " superficie corporal equivalente

" expresada igualmente en mg /Kg en las otras especies.

[ 1
| RATON RATA CONEJO MONO PERRO  HOMBRE |
I (20g) (1509)  (2Kg)  (3Kg) (8Kg)  (60Kg) I
| DE : l
I |
| RATON 1 1/2 1/3 1/4 1/6 1/12 [
| RATA 2 1 3/5 1/2 1/4 1/7 I
| coneJgO 3 5/3 1 5/6 1/2 1/4 [
| MoONO 4 2 6/5 1 3/2 1/3 ]
| PERRO 6 4 2 5/3 1 1/2 |
| HOMBRE 12 7 4 3 2 1 |
L |

Tabla. XV. Factores de conversidén para dosificacidn equivalente

segun superficie corporal.

La prescripcion usual limite para adultos es de hasta 8
mg por Kg de peso corporal / dia, en infecciones severas que
pongan en riesgo la vida del paciente, teniendo en cuenta que
dosis diarias superiores a 3.5 mg / Kg de peso corporal se

deben reducir tan prontoc como sea clinicamente posible.
(107) .
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Por tanto, una dosis de 8 mg / Kg / dia en humanos dara
lugar a una dosis extrapolada en conejos, asumiendo la
equivalencia basada en ng / m* de :

8mg / kg * 4 = 32 mng / Kg

Que para un peso de 2 Kg proporciona una dosis dia de
64 mg. Se eligid un intervalo de dosificacidn de 8 horas por
lo que la pauta posoldégica en conejos quedd establecida en
20 mg / 8 horas administrado por via endovenosa, susceptible

de modificacidén en funcién de las variaciones de peso.

b. Verapamil

La extrapolacidén de la dosis en humanos a animales de
experimentacidén se realizé de igual forma gque para la

gentamicina.

Se establecid como dosls de referencia en humanos

0.1%0 mg /kg / dia , (107) , lo que da lugar a una dosis de

1.20 mg / dia, de verapamil en conejos ( 0.40 mg / 8 horas ).
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c. Cloruro Calcico

lLa dosis de cloruro calcico dihidratado se establecid en
1 g / dia, repartido en dos tomas, administrado en todos los

casos mediante sonda gastrica.

4.2.3. Toma de muestras

Antes de comenzar el ensayo en los tres grupos
anteriormente citados, se realizaron las determinaciones
plasmaticas de creatinina y calcio. Asimismo y con el fin de
comparar la evolucién de dichos parametros, se repitieron
estas determinaciones a 1los 3, 5, 9, 11 y 16 dias de

tratamiento.

Las muestras de sanhgre fueron recogidas de la
vena marginal de 1la oreja, cada 8 horas, antes de 1la
administracidén de la siguiente dosis de medicamento . La toma
de wmuestra correspondiente a las 24 horas, no se llevo a cabo,

aungue si se respetd la administracidn del medicamento.

Tras la administracion de la dltima dosis, se realiza

una toma de muestra adicional a 1las 2 h., 4 h. y 6 h.,
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tiempo en el que finalizd el ensayo.

Posteriormente se procedié al sacrificio del animal

mediante inhalacién de CO, durante unos segundos.

Se practicdé una incisidén media abdominal con el fin de
localizar 1los dos rihones, para su posterior estudio

histopatoldégico asi como para la cuantificaciodon de gentamicina

en el citado drgano.

4.2.4.—- Preparacidn y analisis de las muestras

Muestras de sangre

Una vez realizadas las extracciones a los tiempos

preestablecidos se opera de igual forma gue en el apartadc
4.1.4.
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Determinaciones bioquimicas

Se realizaron en un analizador automatico Polimak M-
10, sobre las muestras de plasma. Los parametros bioquimicos

estudiados fueron los siguientes:

a.- Calcio : Se determiné por el método de o~
cresolftaleina~-complexona de acuerdo con el método de
Ray-Sarkar (108).

b.- Creatinina : Se determiné por el método de Jaffe
(109).(110).

En todas las determinaciones se utilizd como patrén un

suero valorade, Precinorm U.

Muestras de rinén para cuantificacién de gentamicina.

Para la determinacion de 1a gentamicina en tejido se
siguid la técnica de Kornguth y colaboradores (111). Una vewz
extraido el organo se separaron dos muestras y se pesd un
gramo de cada una de ellas. Los tejidos fueron homogeneizados

en 10 y 5 volumenes de tampon fosfatos (Sorensen) de pH 7.4
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, 0.1 M, respectivamente y posteriormente filtrados.

Con objeto de determinar la cantidad de aminoglucésido
fijado a estructura renal, se prepararon soluciones patrones
con muestras de corteza renal procedentes de animales sanos
mantenidos en idénticas condiciones de alimentacién vy
estabulacion que los conejos que estuvieron bajo tratamiento.
El tratamiento de dichas muestras fue exactamente igual que

el anteriormente citado para las muestras problema.

Tantce las soluciones patrdén como las muestras fueron
diluidas con tampon fosfato (Sorensen) de pH 7.4, 0.1 M, en una

serie decreciente de concentraciones de 5 a 1 mcg / ml.

Posteriormente las muestras problema y los patrones se
valoraron por el método microbioldgico de difusion en gelosa

solida ya descrito. (112).

Muestras de rinon para el estudio histopatologico.

Con el fin de detectar las posibles lesiocnes producidas
por el amincglucdsido en el tejido renal, se procedid a su
estudio histologico. Para eilo y previamente, las mnuestras

fueron lavadas con solucidn salina al 9 %, y tras un corte

f
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longitudinal divididas en dos mitades.

a. Microscopia Optica.

Para evitar 1la rapida degeneracidén que sufren los
tejidos, se cortaron pequenas porciones representativas de
tejido cortical y se sumergieron en el agente fijador.Como
solucién fijadora se utilizé formalina al 10 %, manteniendo
las muestras durante 24-48 horas. (113,114).

Transcurrido este tiempo, los tejidos fuercn lavados y
deshidratados, haciendolos pasar por soluciones crecientes de

alcchol y posteriormente aclarados en xilol.

Una vez preparados los tejidos se incluyeron en parafina
procediendose a realizar los cortes de aproximadamente 5

micras, con la ayuda del microtomo.

Como colorantes para la tincidén se empled una combinacidn
de Hematoxilina y Eosina, asi como la tincidn de Schiff con

dcido peryodico ( PAS ). (115).
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b.- Microscopia electronica.

El método utilizado en la preparacién de los cortes para
microscopia electrénica fue muy semejante al anteriormente
descrito, sin embargo hay que destacar algunas diferencias.
Asi, los fragmentos de tejido utilizados fueron mnucho méas

pequenos, siendo el procedimiento de fijacioén, deshidratacion

e inclusién muchc mas rapido.

Como agente fijador se utilizé glutaraldehido al 3 %.
(116). Asimismo la parafina fue sustituida por un material
plastico ( Epon ).

Los cortes con espesor entre 300 y 500 A, se realizaron
con un microtomo especial de precisidén. La tincidn se efectuo

con acetato de uranilo.
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5.~ ANALISIS FARMACOCINETICO

En la actualidad y gracias al desarrollo de las teorias
modernas de calculo y programacioén informatica, se emplean en
farmacocinética casi de forma "rutinaria", varios programas
para ordenadores, en la estimacidén no lineal por minimos

cuadrados de parametros farmacocinéticos.

En los ultimos anos se han publicado numerosos tipos de
programas de calculo, (117-122}), cuya finalidad es resolver el

problema de estimacidén de dichos parametros.

En nuestro caso se ha escogido un pagquete de programas
denominado " ADAPT", desarrollado por el Profesor R.W. Jelliffe

en el " Laboratory of Applied Pharmacokinetics "," University
of Southern California ".

Se describen a continuacidn tanto su fundamento como su

utilizacidén de una forma resumida.
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La evolucidén cinética de un medicamento en un ser vivo

superior puede expresarse mediante las siguientes ecuaciones:

x= £ (x, a, r, t ); x{(0) = g {(a) Ec. 1la
Yy =h ( x, a, r, t ) Ec. 1b
Donde "x" es el vector de estado, n-dimensional; "“a" es

el vector de los parametros, invariable con el tiempo y p-
dimensional; "r" es el vector de entrada, k-dimensional; "y"
es el vector de salida del sistema, l-dimensional y "t" es la
variable independiente, tiempo. Se consideran entradas del

sistema las dosis administradas, las vias de administracidn
utilizadas y los intervalos posoldgicos, si los hubiera. Por
salidas del sistema se entienden los valores de 1la
concentracion vy/o cantidad de medicamento, calculados a los

tienpoes de muestreo de las observaciones. En general, el

vector que determina la condicion inicial "x (0)", puede ser
funcion del wvector desconocido de los parametros, "o". Se
asume que las entradas tipo '"bolus" cambian de estado

instantaneamente y son similadas wmediante condiciones de salto

de la forma siguiente:
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x(1') = x(r,) + E.b (1) ; i =1, 2, ... ND Ec. 2

Los tiempos de administracién de dosis corresponden a "71"
mientras que los tiempos inmediatamente anterior y posterior
se representan con los signos (~) y (+) respectivamente. "ND",
es el numero de dosis; "b" es el vector g-dimensional, de las
entradas tipo " bolus " y “YE", la matriz de conexién, "n * g%,
que identifica los estados que han de recibir una entrada de
"bolus™.

Cuando las soluciones se expresan de forma cerrada, es
decir, mediante las ecuaciones integradas, el modelo se define
solamente, mediante la ecuacidén 1lb, representando "r" todas

las entradas.

Los datos de la variable o variables utilizadas en el
ajuste del modelo se obtienen a tiempos discretos, gque estan
sujetos a error de observacion. Estas medidas se representan

por un vector "ZI", l-dimensional:

Z (L) =y (t,e) +n (); j =1, 2 ...m Ec. 3
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Donde "t" representa los tiempos de muestreo y "n" es el
vector, l-dimensicnal, de ruido. Tanto para la administracidn
como para las observaciones se utiliza una escala absoluta de

tiempos, en el que el cero representa el comienzo del ensayo.

En general la estimacioén de parametros consiste en
encontrar un valor para el vector de parametro "a", que
proporcione el mejor ajuste entre las salidas del modelo y
los datos medidos. Aungue pueden utilizarse diversos criterios
para obtener los valores estimados de los parametros, en los
programas Y“YADAPT", se emplea el métode de 1los minimos
cuadrados ponderados. De esta forma, el problema consiste,
especificamente, en encontrar el vector de parametros, "“a',

gue minimice la siguiente expresion:

J (o) = E‘m G, Emi——1 WII [y, (tj’ a) - Z; (tj)]z

Ec. 4
Ponde "y." Yy "z" son los i-ésimos elementos de los
vectores de salida del modelo 3% de observacidn,
respectivamente. El termino " G, " es el peso asignado en la
i-ésima salida, mientras que " W, " es el peso de cada
observaclan.
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La busqueda de los valores estimados de los parametros

incluye los siguientes aspectos:

1.- Integracién de 1las ecuaciones diferenciales del
modelo.
2.— Minimizacién de la funcién representada por la

ecuacion 4.

3.~ Andalisis del error asociado con las estimaciones de

los parametros y las subsiguientes predicciones del modelo.

Por lo que respecta al primer apartado, para la soluciodn
de las ecuaciones diferenciales del modelo se dispone de
numerosos algoritmos para resolver un sistema de ecuaciones

diferenciales de primer orden.

Sin embargo, cuando estas ecuaciones diferenciales surgen
del planteamiento de un modelo farmacocinético y han de ser
resueltas como parte de un procedimiento de estimacidn de
parametros, se presentan algunos problemas peculiares que deben
ser superados por el algoritmo de eleccidn. En este sentido,

resulta importante tener en cuenta los sigulentes puntos:
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a.—- El1 algoritmo debe ser eficiente, puesto gque, en
general pueden existir numerosas soluciones para las

ecuaciones del modelo.

b.- El algoritmo debe proporcionar resultados estables,
cuando las soluciones del vector de pardmetros estan lejos de
la trayectoria nominal.

c.—- Dado gue las soluciones de 1las ecuaciones
diferenciales necesitan un numerc relativamente pequeno de
pasos, las soluciones de salida en forma de red son de gran

derroche de tiempo.

Estas tres condiciones son ampliamente satisfechas por un
programa para la resolucion de las ecuaciones diferenciales

habituales en farmacocinética.

En general se esta de acuerdo en que no existe un
procedimiento no lineal de estimacidn de parametros gue sea el
iddéneo y que proporcione resultados aceptables para cualguier
tipo de problema. ¥n los estudiocs previos al diseho de paquetes
de programas "“ADAPT", se evaluo, con distintos problemas
farmacocinéticos, la bondad de seis algoritmos, todos ellos de
variedad de gradiente. Los algoritmos considerados fueron los

siguientes:
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1.~ Algoritmo de Newton-Raphson (123).

2.~ Algoritmo de Gauss-Newton (124).

3.~ Algoritmo de Marquardt (119).

4.~ Algoritmo tipo Marquardt modificado por Brown (125).

5.-Algoritmo basado en el "descenso mas inclinado",

seguido del algoritmo de Gauss-Newton.

6.— Marquardt y "“descenso mas inclinado", de una forma

paralela.

7.-Simplex (126).

Los mejores resultados correspondieron al empleo del
algoritmo de busqueda directa conocido como Simplex, que ya
habia sido empleado con anterioridad por Olsson y Nelson en
1975 (127), proporcionando muy buenos resultadoes en la
resolucién de diversos problemas de minimizacidén de funciones.

Este metodc es el utilizado en el paquete de programas
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"ADAPT".

El problema de la estimacién de los parametros no radica
s0lo en la determinacidén de los mismos sinc también en conocer
el error gque se comete en dicha estimacion. Para evaluar la
varianza de los parametros es preciso realizar una serie de
suposiciones respecto al proceso de ruido, '"n(t)".

En estos programas se utiliza la siguiente notacidn:

n(t) = [ n (t),..., n () }’
n=[n (), ..., n(t, )]
n=1[n ,...,n 71

La covarianza de "n'" viene dada por:
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8%, 0
cov (n ) =M = Ec. 5
0 62Im
La matriz de la covarianza, "m.l * m.1" del vector de

ruido "n", puede representarse mediante la expresiodn:

cov (n} = R = Ec. ©

Con estas consideraciones, y segun Rosenbroch y Story
{(128) la matriz de covarianza del parametro estimado

correspeonde a:

i
ey
3
=
v}
*U—(
=
=
=
av)
as}
..4
=
3
tr
9

cov (a)
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donde "P" es la matriz Jjaccbina "m.1 * p", obtenida a

partir de:

P = —————- [ Y = [. Y, (ti)l Y, (tz)' RN { (t‘“) }T Ec.8

y "W" es la matriz de ponderacidén compuesta, "m.l * m.1",

definida por:

e im

Utilizandoc las desviaciones estandar estimadas de los
parametros ( 3D, ), tal y como se calculan a partir de la
covarianza, el coeficlente de varianza del i-ésimo parametro

vendra dado por:
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C.V, (%) = ————— . 100 Ec. 10

La matriz de covarianza de los parametros también resulta
de utilidad para estimar la varianza de las predicciones hechas
para el modelo. La varianza de la i-ésima salida a un
tiempo " t_,,, ", dado el valor estimado del "a", corresponde

as

var[y(t, ).l = [ & h (t,))/8 a )] cdv (a)[ & h (t,)/6 a1

m+1
Ec.11

donde "h" es el i-ésimo elementoc de la funcidn de salida.

Ademnas del citado analisis de errores, pueden calcularse,

para cada salida,la varianza del error " 52" , y el coeficiente
de determinacion " 1r*", siendo "r" el coeficiente de
correlacién simple entre 1los wvalores observados Yy los

predichos para el modelo, mediante las siguientes expresiones:
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S = —mmme T G W [y () -z (f) 17 Ec. 12

r? | = e e e e e e e —— Ec.13
Emjtl [ Y (tj) - Yi]2 2mj:l [ zj (tj) - 2 ] :

donde "df", son los grados de libertad para la i-ésima salida
=m -p ) y"m?", es el numero de observaciones no ponderadas
con un peso cero, para la i-ésima salida. Los valores medios
de las predicciones del modelo y de las observaciones estan

representadas por y, Y 2, , respectivamente.

1La gran flexibilidad de este tipo de programas permite
superar ampliamente 1los modelos clasicos de disposicidén y
recurrir a modelos fisiologicos, que reproducen, con mas
exactitud, los procesos que exXxperimenta un medicamento cuando

se administra a un organismo.

Una vez concebido raciocnalmente el modelo fisiolcégico
adecuado para cada caso, se procede a construir con "ADAPT"

dos rogramas distintos, dencominados "“IiD" "STM", el primerc
prog v P

139



MATERIAL Y METODOLOGIA

de los cuales permite la identificaciodon de los pardametros,

mientras gue el segundo se utiliza para la simulacidn del

nodelo.

Las ecuaciones que rigen el modelo se suministran mediante

dos subrutinas, denominadas "DIFFEQ" y "OUTPUT".

También se utilizan otras subrutinas cuyos nombres vy

funciones son las siguientes:

+~INQUT: Lee los datos del modelo

.~WEIGHT:Determina los pesos de las salidas y de las

observaciones.

.—FUNC: Regqula la resolucidn de las ecuaciones

diferenciales vy las salidas.

.=S8TAT: Imprime los resultados de la estimacidn de

los parametros.

Ademas de estas y otras subrutinas, existen dos programas
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de apoyo: el "ODE", que resuelve las ecuaciones diferenciales

y el "NELDER", que 1lleva a cabo la minimizacidén de las
funciocnes.
En las figuras XIX y XX , se encuentran recogidos los

diagramas de flujo de 1los programas "ID" y "SIM",

respectivamente.
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Introduce variables

Tmprime datos y tiempo

Especifica opcicnes de archivos

1

1. INQUT

la terminal.

Escribe los datos de entrada desde un archivo.

2. WEIGHT

Lee los datos de entrada desde un archivo o desde

— 1 T

Ba los pesos de las salidas y las observaciones

Lee la informacion del modelo:

iModificar el a.- N* de ecuaciones diferenciales
esquemna de Jﬂzﬂ— k.- H® de parametros del modelo
ponderacion? c.- Lugar de entradas "bolus"
It R — L:i;— Parametro a estimar

3. NELDER: Iniclacion

a.- Maxime de interacciones
b~ Opciones de impresion
c.- Tamano de paso de parametros

oo d.- Pasada de grupo de reglas

!

4. STAT : Imprime los resultados

a.- Tteraclon
b.~- Datos
i i c.- Estadistica
d.- Predicciones
| . | .
I a1 e S NO e
P e — iReestinar parametyos? ) -— - FLN |

Fig. XIX. Diagrama de flujo del programa ID.
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Introduce variables

Imprime datos y tiempo

Especifica opciones de archivos

I

MATERIAL Y METODOLOGIA

1. IKROUT

cModificar el
NO
esguemna de

ponderacion? J

i

L
oy

Fig. XX. Diagrama

Lee los datos de entrada desde un archivo o desde

la terminal,

Escribe los datos de entrada desde

un archiveo.

Lee la informacion del modelao:

a.~ N*® de ecuaciones diferenciales
b.- N° de parametros del modelo
c.- Lugar de entradas "bolus"

d.- Parametro a estimar

3. FUNC -

Da las salidas del modelo a los tiempos
observacion

de

de

1 ]

¢ Se desean
SI

de salida ? i 1 Cierra el archivo.

archivos en un archivo de

Escribe los resultados

salida

TSI

Elmprime y grafica los resultados de simulacion|
! _ S PR

P .
¢ Resiumular

RO :
e FIN
sistema 7| e

flujo del programa SIM.
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5.1.~ MODELO FARMACOCINETICO Y ESTIMACION DE PARAMETROS DE
GENTAMICINA. ESTUDIO EN PACIENTES DIABETICOS Y NO DIABETICOS
DURANTE LA SESION DE HEMODIALISIS,.

MODELO I

El primer modelo farmacocinético utilizado y recogido en

la figura XXI, consta de tres compartimentos: (129)

K31 Ki2
3 ——— 1 I———
F—————— | — |
l K13 l K21
K360 K10
Fig. XXI

Los compartimentos 1 y 2 describen la disposicion del
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medicamento en el organisme y mantienen el mismo significado
que el modelo bicompartimental utilizado en la practica de

forma habitual.

El compartimento 3, corresponde a la cantidad de
medicamento presente en la célula de dialisis. La trasferencia
de materia entre los compartimentos 1 y 3 estd controlada por
el flujo de plasma que llega a la célula de didlisis, de forma
que las constantes de velocidad de trasferencia entre ambos

compartimentos son:

o
I

13 = 9 /Y

=
f

31_Qp/v3

donde, Q, es el flujo con que la sangre llega al filtro y V,
y V; son los volumenes del compartimento central y del plasma

contenido en la célula de dialisis respectivamente.

En este modelo se asume que el régimen de circulacidn de
plasma a traves de la célula de dialisis puede asemejarse a un
sistema de mezcla perfecta y la que velocidad el proceso de
difusidn es proporcional a la cantidad de medicamento presente

en la celula.
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De acuerdo con este planteamiento, el modelo queda

definido por las siguientes ecuaciones:

ax,/dt = - K..X, + K,,.X, + K,,.X, Ec. 14

dx,/dt = K,.X, - K,.X, Ec. 15

dx,/dt = K,.X, - K,.X, Ec. 16
donde X,, X, y X, son las cantidades de medicamento gque
constituyen los compartimentos 1, 2 y 3, K, =K, + K; + K, ¥

K, = Ky + Ky

El sistema de ecuaciones diferenciales planteado se puede

expresar de la siguiente forma

X = -K.X Ec. 17

donde:
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— —
K, -K;, ~Kq4
K = ~K; K>, Y
--'K13 0O K3
Ec. 18 - B

Y X' = ( %X, X

sistema (Ec.l17) es:

5« X3 }. El resultado de integrar el

X = H.eM L HT X

donde A es el vector formado por los valores preopios de la
matriz K, H la matriz formada por 1los vectores propios
correspondientes, X, es el vector de las condiciones iniciales
del sistema e I la matriz unidad. Los valores propios de la
matriz K son siempre reales y negativos. En consecuencia, la
solucioén para cada uno de los compartimentos viene dada por una
funcién triexponencial. ILas concentraciones a la entrada y a
la salida del dializador estan relacionadas con X, y X,

nediante los respectivos volumenes de distribucion V, y V..
De los ocheo parametros farmacccinéticos gue incorpora el

modelo, dos son conocidos "a priori': V,y Ky vya gue K, = QP/V3.

El valor de Q, se define a partir del flujo de sangre gue
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recibe la célula de dialisis y el hematocrito del paciente, V;

se define a partir de los datos del fabricante. K;; se calcula
a partir de Qp y la estimada de V,, por lo que no se puede
considerar como parametro independiente.

La estimacidén de la constante K,, se realiza a partir del

coeficiente de extracciodn ER, Q, Y V3 teniendo en cuenta que:

ER =1-(C / C ) Ec. 19

La relacion de concentraciones a la entrada y salida del

dializador en el equilibrioc viene dada por:

C; / C = 1/( 1+ Ky * 7). Ec. 20

donde 717 es el tiempo medio de residencia del compartimento,

en nuestro caso igual a Vyx%. (129} .

Si relacicnamos ambas expresiones, el coeficiente de

extraccion vendra dado por :

ER = Ky.Vy / Q) + Ky.V; Ec. 21
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de donde facilmente se puede determinar K,,.

La estimacidn inicial de X, se realiza a partir del
aclaramiento plasmatico del paciente gque, a su vez, se
determiné por la diferencia entre el aclaramiento plasmatico
total ( Cl)) Yy el aclaramiento plasmatico del dializador que
es igual a ER.Q,

K, =(Cl, - ER.Q) / V, Ec. 22

Por ultimo, la estimacién inicial de K,, K, y V, se lleva
a cabo por el método de residuales, asumiendo gue la evoluciodn
de CV, en funcién del tiempo se adapta a un modelo
bicompartimental abierto , como consecuencia de la pequena

magnitud y la elevada perfusion del compartimento 3.

MODELO II

El sequndo modelo farmacocinético utilizado y recogido

en la figura XXII, consta de cuatro compartimentos:
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K14 I l K41
K31 K12
3 . 1 - 2
- et
i K13 1 K21
K30 K10

Fig. XXII

lLos compartimentos 1, 2 y 3 tienen una significaciodn
analoga a la descrita en el modelo anterior. E1 compartimento
4 es un sequndo compartimento periférico, donde el equilibrio
de distribucion se alcanza mas tardiamente que en el primer
compartimento periférico o compartimento 2. Es decir, la unica
diferencia entre ambos compartimentos periféricos es el tiempo

en gque tarda en alcanzarse el equilibrio de digstribucidn.

De acuerdc con este planteamiento, el modelo queda

definido por las siguientes ecuaciones:

dX,/dt = -K,.X, + K,.X, + K,,.X, + K,.X, Ec. 23
ax,/dt = K,.X, - K,.X, Ec. 24
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dX,/dt = K,.X, - K,.X, Ec. 25

dX/dat = X,,.X, - K,.X, Ec. 26

donde X,, X,, X, y X, son las cantidades de medicamento

3y 4.

K, = K, K, +K, +K,, Yy K, = K, +K,.

Con un planteamiento analogo al descrito para el MODELO

I, las cuatro ecuaciones diferenciales se pueden expresar de
la siguiente forma:
X = -K.X Ec. 27
donde:
K, —K, —Ki -K.,
K = -K,, K,, 0 0
| =K, 0 K, 0 Ec. 28
|
| /
L -K, C 0 K
i
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En este caso, la solucidn para cada compartimento viene

dada por una funcidén de cuatro exponenciales .

Como estimados iniciales se utilizaron los parametros
ajustados de acuerdo al MODELO I. De los dos nuevos parametros
gue incorpora el modelo, K, Y K,, el estimado inicial de K,
fue siempre un valor inferior al correspondiente a K,,. A K, se
'le asigné inicialmente un valor muy bajo del orden de 1.107%,
ya que durante el tiempo de duracidn de la sesion de
hemodidlisis (aproximadamente 5 horas) dificilmente se va a
producir un retorno al compartimento central, aungque es
posible que a tiempos mas largos se manifieste una fase mas
lenta de eliminacidén gque, en cualgquier caso, sSe nos escaparia

de la posible deteccidn experimental.

La estimacion estadistica de los parametros se llevd a
cabo, tanto para el MODELO I como para el MODELO II, medliante
el programa ADAPT anteriormente descrito (pag. 128). Dicho
programa permite el ajuste simultaneo de C,(t) y C;(t). Debido
a que el margen de concentraciones a la entrada y salida del
dializador son similares, y todas las observaciocones se
conocen con igual certeza, no nos parecid oportuno introducir
ningun criterio de ponderacidn especifico para cada variable

dependiente.
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Los dos modelos descritos fueron contrastados, en todas
sus experiencilas, frente a un meodelo reducido en el que se
asume la hipoétesis nula HO: K, = 0, utilizando para ello el

siguiente test F (130) :

F = (8SR - 858G / S85G) (dfG / dfR~-dfG) Ec. 29

donde 8SR es la suma de cuadrados residuales obtenidas con los
parametros R, 886G con los parametros G y d4f los grados de
libertad igual al numero de datos utilizados para ajustar las

curvas menos el numero de parametros ajustados (dfR > dfG).
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5.2.- MODELO FARMACOCINETICO ¥ ESTIMACION DE PARAMETROS DE
GENTAMICINA EN DOSIS MULTIPLE. ESTUDIO EN CONEJOS.

El modelo farmacocinético planteado para el tratamiento
de los datos experimentales, fue el modelo bicompartimental
cuyo esquema gqueda recogido en la figura XXIII:

l K21
Ks
Ke ( .
K1

Fig. XXIII

En el, se lleva a cabo el desdcblamiento de la constante
de salida del compartimento central. Este desdoblamiento esta
basado en la conocida existencia, para numerosos medicamentos

de una relacion lineal entre la constante de eliminacion y
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el aclaramiento de creatinina, consideradas como variable

dependiente e independiente respectivamente.

Asi, puede establecerse la siguiente relacion:

K, = K + K, . CICR Ec. 30

De esta forma se introduce en el calculo matematico de
los parametros farmacocinéticos el

valor de un nuevo
parametro: E1l

aclaramiento de creatinina.

De acuerdo con el modelo basico propuesto se establecen

las siguientes ecuaciones diferenciales:

dx,/dt = -K,.X, - ( K + K,_.CICR) Ec. 31

dX,/dt = K,.X, - K, .X, Ec. 32

donde X, y X, son las cantidades
compartimentos 1 vy 2.

de medicamento en los
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La estimacidén inicial de los parametros farmacocinéticos
gue definen el modelo, se llevéd a cabo por el método de
residuales asumiendo que la evoluciodn de la concentracién de
medicamento en funcion del tiempo, tras la administracidn de
la 4yltima dosis, se adapta a un modelo bicompartimental
abierto.

La estimacidén estadistica de los parametros se realiza

mediante el programa ADAPT anteriormente descrito (pag 128).
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6.- ANALISIS ESTADISTICO

La evaluacidén estadistica de las diferentes variabkles
estudiadas en la presente memoria experimental, se realizdé de
acuerdo con la aceptacion o el rechazo de la hipdtesis nula,
consistente en suponer que el efectoc que se desea comprobar no
existe, es decir que la diferencia observada es debida al azar

del muestreo. Nuestro criterio por tanto ha sido :

.~ Aceptar la hipodtesis nula si su probabilidad (la de
ser debida a la variacién experimental), es superior a 0.05.

En este casc la diferencia no es significativa.

.— Rechazar 1la hipédtesis nula si su probabilidad es
inferior a 0.05. Este umbral habitual en los estudios
biologicos nos dio una seguridad suficiente en la mayoria de
las situaciones experimentales. En este caso la diferencia es

significativa.

Tenlendo en cuenta estos criterios la comparacion de las

variables se 1levd a cabo mediante la aplicacion de test
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paramétricos y no paramétricos dependiendo de los diferentes

ensayos.

6.1.- Analisis farmacocinético en pacientes diabéticos y
no diabéticos durante la sesién de hemodiadlisis.

En este estudio caracterizado por la reducida extensidn
de la poblacidn muestral se optd por la aplicacién de pruebas
no paramétricas. Dichas pruebas no dependen de la
distribucidn de 1la variable y no precisan de la condicidn
previa de normalidad de las poblaciones. No se manejan, en
ellas, los valores cuantitativos que toma la variable sino,
unicamente, sus rangos. Es por ello gue se trata de pruebas
de menor precisidn; es decir gque demuestran como

significativas diferencias mayores.

Entre los test no paramétricos existentes hemos escogido
para comparar la homogeneidad de dos medias en el caso de

muestras independientes el test de Mann-Whitney.
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6.2.- Andlisis farmacocinético en dosis miltiple. Estudio
en conejos.

En dicho estudio fueron utilizados tanto test no
paramétricos como paramétricos. Entre los no paramétricos se
escogid el test de Kruskal-Wallis. Se trata de una
generalizacién de la prueba de Mann-Whitney gque nos permitid
comparar en blogue un conjunto de muestras. (133).

En lo que se refiere a las pruebas paramétricas el
analisis de la varianza nos permitidé comparar, indirectamente,
varias medias aritmeticas obtenidas de diferentes muestras, por

medic de la comparacion directa de sus dispersiones.

La comparacidén de las varianzas como paso previoc a la
comparacién de los grupos de medias nos permitid conocer si
las muestras objetoc de estudio podian ser consideradas o no

homogeneas. Para elloc se empled el test de Bartllet. (134)

Con el objeto de particularizar las diferencias entre las
distintas medias obtenidas despues de un analisis de 1la

varianza se aplicaron los test de Sheffe y de Tukey . (134)

El test de la t de Student fue utilizado en el estudio de
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la comparacién de dos medias. (133).

Como paso previo a la comparacién de dos medias se empled
la F de Snedecor. {133). Este test nos permitiod conocer si las
2 muestras objeto de estudio podian ser consideradas o no
homogeneas.

El tratamiento estadistico empleado en esta memoria fue
relizado con el programa STATGRAPHICS (Statistical Graphics
Corporation), ejecutado en un PC.
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T. TECNICA ANALITICA
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La técnica microbiolégica de difusién se caracteriza por
su sencillez, por ser innecesarios equipos costosos y por una
sensibilidad suficientemente alta como para ser utilizada en
los estudios tante " in viveo" come " in vitro". El1 principal
inconveniente esta, pues, en normalizarlos de forma gue se
alcance una precisidén comparable con los gue presentan otros
metodos analiticos fisico-quimicoes. Para evitar este
inconveniente hemos triplicado tanto las muestras problema como

los patrones utilizados en las rectas de calibracidn.

Con el fin de detectar las posibles desviaciones del método
andlitico se tomaron como parametros de control la pendiente
¥y la ordenada al origen de la recta de regresidén. Se
determinaron los intervalos de confianza para las observaciones

y se elabord la carta de control resultante.

La tabla 1 recoge los parametros de control utilizados en
las experiencias asi como 1los intervalos de confianza

calculados para una probabilidad del 95 %.

La figura 1 representa estos resultados v en ella se
inciuyen las lineas correspondientes al valor mndio vy alcs

limites para un 95 % de probabilidad.

Como puede cbservarse tan solo resultaron fuera de control
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las rectas de calibrado correspondientes a las experiencias 1
y 3. Hemos de destacar el hecho de que la utilidad de estas
cartas de control es fundamentalmente " a posteriori®, es
decir, han servido para evaluar la puesta a punto de nuestro
método de valoracion y por tanto los resultados
experimentalmente obtenidos. Nos serviran en lo sucesivo como
puntc de rferencia para la valoracién de la gentamicina por el
método de difusidn en agar.
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a b b o
1.5415 0.5586 0.9951
1.4309 0.4510 0.9969
1.4212 0.5610 0.9958
1.1454 0.4636 0.9970
1.4901 00,3770 0.9942
1.1693 0.4292 0.9951
1.1406 0.4122 0.9936
1.1097 0.4833 0.9935
1.3151 0.4162 0.9974
1.1965 0.3025 0.9979
1.2354 0.3917 0.9907
1.1024 0.3480 0.9956
1.4893 0.4360 0.9954
1.2942 0.3570 00,9960
1.4437 0.4772 0.9929
1.41235 0.4189 0.9963
1.3013 0.3553 0.9988
1.3114 0.4047 0.9960
1.2991 G.3577 0.9918
1.3004 0.3523 0.9969
1.1039 0.3291 0.9968
1.0064 0.2846 0.9970Q
1.1204 0.3179 0.9965
1.1626 0.3193 0.9956
1.2080 0.3804 0.997¢9
1.09%8 0.3450 0.9950
1.0767 0.3721 0.9970Q
1.0691 0.3626 0.99613
1.10698 0.3400 0.9939
1.15%12 0.3500 0.9967

n = 30 O =a+ b * log C

Xa = 1.2430 Sa = 0.1467

Xb = 0.3891 Sb = 0.070

intervalo de confianza a = 1.5430 — 0.9429
intervalo de confianza b = 0.5328 - 0.2453

Takla 1.

calibrado.

Parametros de la regresidn lineal de las

rectas de
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IT. LA DIABETES MELLITUS EN LA PREVENCION DE LA NEFROTOXICIDAD
INDUCIDA POR GENTAMICINA. ESTUDIO EN PACIENTES DURANTE LA
SESICN DE HEMODIALISIS
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Existen numerosos datos bibliograficos que sugieren que la
Diabetes Mellitus proporciona una marcada proteccidén frente
al desarrollo de un fallo renal agudo inducido por
gentamicina. En toda la bibliografia manejada por nosotros,
y recogida en la introduccién de esta memoria ,los estudios
se realizan en animal de experimentacion a los que se induce
la diabetes mellitus con estreptozocina en dosis que oscilan
entre 50 y 60 mg/Kg durante varias semanas antes de iniciar
el estudio.

Las conclusiones a las que lledgan estos autores confirman

que a igualdad de dosis y duracidén de tratamiento:

1.- La supervivencia del animal diabético es muy superior a la

del animal no diabético.

2.- La razén de esta supervivencia se debe a que la acumulacién
del antibidtico en la corteza renal es, aproximadamente, 1la

cuarta parte en animal diabético gue en el no diabético.

3.- El examen morfoldégico del tubulo renal pone de manifiesto
ila integridad de 1las c¢élulas tubulares, no observandose
evidencia de 1lesidén en los grupos de animales diabéticos vy,
por el contrario, gran variedad de necrosis tubular en los

animales no diabéticos.
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Ademas de estas observaciones, se confirma que:

- La duracidn, en el tiempo, del proceso diabético no influye

en la prevencién de la nefrotoxicidad.

- La proteccién se produce durante los primeros dias de
tratamiento (primero y sequndo dia de administraciodon de

gentamicina).

A la vista de estos hechos, y una vez demostrado que la
intensa glucosuria gque presenta el animal diabético no
interfiere en la incorporacioén de gentamicina a la célula del
tibulo renal vy no es, por tanto, la causa de dque la
acumulacidén intracelular sea menor y disminuya el dafio renal,
Vaamonde y colaboradores (76) sugieren que el comportamiento
diferencial entre ambos grupos de  animales, se debe a un
incremento en el aclaramiento plasmatico aunque no exista

evidencia probada de una exaltacidon del metabolismo.

No cabe ninguna duda que la gentamicina (y probablemente
cualgquier otro antibidético aminoglucésido) en animal de
experimentacidén tiene un comportamiento distinto en diabéticos
y en no diabéticos, como consecuencia de una menor acumulacion
en tejido renal. Estas diferencias implicarian modificaciones

en los parametros farmacocinéticos de distribucidn del
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antibiotico, cuya evaluacién Yy analisis podria explicar 1los
posibles mecanismos mediante los cuales la diabetes mellitus
juega un papel importante en la proteccidén al dano renal que

se produce en el tratamiento con gentamicina.

Por todas estas razones, nos parecid coportuno realizar el
estudio farmacocinético de la gentamicina en dos grupos de
pacientes (diabéticos y no diabéticos) a fin de comprobar
posibles modificaciones en dichos parametros que nos permitan
aceptar dgque, en humancs, también se manifiesta una clara

diferencia de comportamiento.

El estudio se 1l1lleva a cabo scbre doce pacientes
insuficientes renales crénicos, con funcidén renal residual
nula, sometidos a un programa de hemodialisis de cinco horas
de duracién durante tres dias a la semana. Los pacientes
recibieron informacién a cerca del estudic y dieron su

consentimiento para participar en el mismo.

Los doce pacientes, cuyos datos se encuentran recogidos
en el apartado de Materiales y Metodologia , se dividieron

en dos grupos:

GRUPO TI.- Pacientes insuficientes renales crénicos sin otra

patelogia asociada.
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GRUPQO II.~ Pacientes insuficientes renales crodnicos y con

diabetes mellitus tipo 1 pre-existente.

Las concentraciones plasmaticas de gentamicina obtenidas
al analizar las muestras extraidas a la entrada C(1l) y salida
C(3) del dializador se encuentran recogidas en las tablas 2
y 3 para los seis pacientes insuficientes renales no
diabéticos estudiados. Asimismo, las tabklas 4 y 5 muestran los
niveles de gentamicina correspondientes a los seis pacientes
insuficientes renales diabéticos que participaron en este
estudio (ANEXO I pag. 201-202).

1T.a.- ANALISIS FARMACOCINETICO

A fin de evaluar la eliminacidén de medicamento durante la
hemodialisis se emplean en la practica de forma habitual los
parametros aclaramiento y dializancila (135), estimados a partir
de las concentraciones a la entrada y a la salida del sistema
extracorpdéreo, independientemente de cual sea la disposicion
del medicamento en el organismo. Sin embargo, cuando se trata
de un estudio farmacocinético gque requiere la estimacidn
estadistica de los parametros que lo definen, como es nuestro
caso, sera necesario utilizar un modelo que permita la
estimacioén conjunta de los parametros de disposicidn y los de

eliminacidén extracorpdrea.

o
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Llabres y colaboradores (129) proponen medir la eficacia
de la terapia extrarenal utilizando un modelo farmacocinético
que incorpora un compartimentc adicional para el sistema
extracorpdéreo; de esta forma, la eliminacidén del medicamento
se interpreta en funcidén de los aclaramientos intercompar-
timentales y por las capacidades del organisme y del sistema

externo para extraer el medicamento.

El medelec farmaccocinético utilizade consta de tres

compartimentos:
K31 K12
3 — 1 2
- ———————— e e
K13 K21
, l
K30 K10
MODELO I
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Los compartimentos 1 y 2 se utilizaron para describir la
disposicidén del medicamento en el organismo y mantienen el
mismo significado que en el modelo bicompartimental utilizado
en la practica de forma habitual. El1 compartimento 3, estd
formado por 1la cantidad de medicamento presente en la célula
de dialisis.

El planteamiento del medelo y la estimacidn inicial de
parametros queda recogida en el apartado de Materiales vy
Metodologia (pag. 144).

La estimacidén estadistica de parametros se realizd
mediante el programa ADAPT, que permite la integracidn de las

ecuaciones diferenciales:

dx,/dt = - K..X, + K,.X, + K,,.X, (14)
dx,/dt = K,.%, - K,.X, (15)
dx,/dt = K,.X, - K.X, (16)

Se realiza el ajuste simultdneo de C,(t) y C,(t) sin
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introducir ningan criterio de ponderacion especifico para cada
variable independiente ya que, a nuestro juicio, los margenes
de concentraciones de gentamicina a la entrada y salida del

dializador son muy similares.

A titulo de ejemplo en el ANEXO Ia (pag.235), se recogen
los ajustes correspondientes a los pacientes 2 y 8, no

diabético y diabético respectivamente.

En un principio, se realiza el ajuste de niveles
plasmaticos a un modelo global. Las tablas 6 y 7 recogen los
pardametros farmacocinéticos estimados para cada una de las
experiencias, los parametros fijados "a priori", los valores
medios, desviacidn estandar y coeficientes de variacién
obtenidos. De igual forma las tablas 8 y 9 recogen 1los
parametros farmacocinéticos obtenidos tras el ajuste de
niveles plasmaticos a un modelo reducido en el gue se asume

la hipotesis nula HO: K, = 0. (ANEXO I pag.205-206).

Apenas se producen diferencias entre ambos tipos de
ajustes y es de destacar en todos los casos el alto valor de
la constante K, del orden de 247 a 280 "', debido a que el
modelo 1ncorpora un compartimento, X,(t), muy pequeno frente
a otros dos y recibe una perfusidn relativa muy alta; es de
esperar, por tanto, gue el valor de dicha ceonstante sea muy

elevado y el tiempo necesario para alcanzar el pseudo-
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equilibrio de distribucion muy ceorto.

Cuando se aplica el test F, a fin de contrastar un modelo
global y un modelo reducido, los resultados que se obtienen,
y recogen en la tabla 10 (ANEXO I pag.207), muestran que en el
grupo de pacientes no diabéticos, los individuos 2, 3 y 4
presentan diferencias no significativas por lo que se acepta,
en estas tres experiencias la hipdtesis nula HO: K, = 0. En
el grupo de pacientes diabéticos ocurre lo mismo para los
individuos 7, 9 y 10, experiencias en las que fue aceptada la
hipdétesis nula referida. Las tablas 11 y 12 reunen los
parametros farmacocinéticos definitivos estimados para cada
una de las experiencias correspondientes a los pacientes no
diabéticos y diabéticos respectivamente. En aquellos casos en
gue fue aceptada la hipdtesis nula HO: K, = 0, los resultados
corresponden a la estimacién con el modelo reducido  (ANEXO
1 pag. 208~209}.

Una vez establecidos los pardametros que definen el modelo,
se resuelven las matrices correspondientes tal y como se
planted en el apartado de Material y Metodologia (pag 147).
La solucidn para X= (80,0,0) nos permite calcular las
cantidades de medicamentc que constituyen cada unc de los
compartimentos en funcion del tiempo. Asi, las ecuaciones gue
definen X,, X, y X, determinadas a partir de las mnedias
aritméticas de los parametros estimados para 1los sels

pacientes no diabéticos son:
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X“) o= Sg.e'3~941 + 20.8.e"0.141 + 19-2.10-2_e-332_231
Xp = —51.76-% 4 51.84 - — 1_32 .70
Xy = 0.20-e™ + 6.9-10%-e% - 0.265 ™

De igual forma, para el grupo de pacientes diabéticos:

e
i

m = 59.6-e” + 20.16-e°" + 17.6-10% ™"

>
i

@ = —49.68-e7 + 49,68 ™ - 0.8-107 -7

Xm = O.lg_eam n 6‘3‘102_eam — 0. 25 a0
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Cuya evoluciodn en el tiempo gueda reflejada en las figuras
2 ¥y 3 Yy recogidas en las tablas 13 y 14 (ANEXO I pag.210-211)

X (mg) 60 - PACIENTES 1.R. NO DIABETICOS e X{i}
o X{2)
48 - & X(3)
36
24
12 —
(x 100)
0 - I T T I —

t fh)

Fig. 2. Evolucidén en el tiempo de la cantidad de medicamento
exlstente en los compartimentos 1, 2 vy 3. Simulacién del modelo

a partir de los valores medios de los parametros estimados.
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X (mg) 60 -~ PACIENTES LR. DIABETICOS & X{(1)
o X(2)
48 - & X(3)
36 —
24 -
12
fx 100)
¢ - T T T 1 1

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0

t fhl

Fig. 3. Evoluciodn en el tiempo de la cantidad de medicanmento
existente 2n los copartimentos 1, 2 y 3. Simulacion del modelo

a partir de los valores medios de los parametros estimados.
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Tal y como se ha dicho, la contribucién de X ;(t) al
balance total de materia es muy pequeno. El1 valor de 2 tan
elevado (con valores de t 12 Qque en ambos casos no exceden de
seis segundos) refleja el paso del compartimento 1 al 3 con
muy poca significacién desde el punto de vista practico. Sin
embargo resulta imprescindible el incluir este compartimento
si queremos interpretar simultaneamente las concentraciones

plasmaticas a la entrada y- salida del dializador.

Asi, si consideramos los valores medios de V, = 11.9 1

y Vs = 0.0528 1 correspondientes al grupo de pacientes no
diabéticos:

_ o394t 0,14t a2 -382.23t
C(‘l) = 4,95-e + 1.75-e + 1.6-10"-e

_ L-3.94t L D14t . ,-382.23t
CG) = 3.79-e + 1.3-e 4.8-e
y VvV, =12.03 1 vy Vg = 0.0547 1 como los valores medios para

el grupo de pacientes diabéticos:
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4.95-3% 4+ 1 7.0t 4 1 .4.1072.g %040t

2
I

3.48-e73%t 4 1.15.e%77F — 4 68 7040t

@]
i

Cuando se analizan las tablas 11 y 12 gue contienen los
definitivos pardametros farmacocinéticos estimados, se observan
valores dispares de K,, en ambos grupos de pacientes. Los
valores oscilan entre 0.000 h™' (resultados correspondientes
a una estimacién con el modelo reducido) y 0.506 h' para el
grupo de pacientes no diabéticos y entre 0.000 h'y 0.523 n'
para el grupo de pacientes diabéticos. La interpretacién de
este hecho es compleja yva que se trata de pacientes anudricos
con funcién renal residual nula; los antibioticos
aminoglucodsidos apenas sufren metabolismo y como ya se ha
indicado no existe evidencia probada de una exaltacion del

proceso degradativo.

Por el <contrario, si esta demostradc dque estos
antibidticos sufren una retencidén en estructura renal y en
mency cuantia en otros tejidos. Por ello, planteamos un
segunde modelo farmacocinético due consta de cuatro

cempartimentos:
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K14 I l K41l

K31 K12
3 b 1 ]
s —_— ]
l K13 i K21
K30 K10

MODELO IT

Los compartimentos 1, 2 y 3 tienen una significaciodn
analcoga a la descrita en el modelo anterior. El compartimento
4 es un segundo compartimento periférico, donde el equilibrio
de distribucién se alcanza mas tardiamente gue en el primer
compartimente periférice o compartimento 2. La udnica
diferencia, por tanto, entre ambos conpartimentos periféricos,
es el tiempo en que tarda en alcanzarse el equilibrio de

distribucidn.

El planteamiento del modelo v la estimacion inicial de
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parametros dqueda recogida en el apartado de Material vy
Metodologia (pag. 149).

Igual que para el MODEIO I, la estimacidén estadistica de
pardmetros se realiza mediante el programa ADAPT. El modelo
farmacocinético se especifica en una subrutina escrita de

acuerdo con el siguiente sistema de ecuaciones:

ax,/dt = -K,.X, + K,.X, + K,.X, + K,.X, (23)

dX,/dt = K,.X, - K,.X, (24)
dX,/dt = K,.X, ~ K,.X, (25)
dx,/dt = K, .X, - K, .X, (26)

Como en el caso anterior, Q, vy V, son conocidos y K, es

dependiente de la estimada V,.

A titulo de ejemplo en el Anexo Ia (pag 235) se recogen
los ajustes corregpondientes a los pacientes 2 y 8, no

diabetico y diabético respectivamente.
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Las tablas 15 vy 16 recogen los parametros farmacocinéticos
estimados, los parametros fijados "a priori", los valores
medios, desviacién estandar y coeficientes de variacién
obtenidos tras el ajuste de niveles plasmaticos de gentamicina
a un modelo global. Asimismo, las tablas 17 y 18 recogen los
parametros obtenidos, en toda la poblacidén tratada, cuando el
ajuste de niveles plasmaticos se realiza de acuerdo a un
modelo reducido, en el que se asume la hipétesis nula HO: K
= 0 (Anexo I pag 214-215).

10

Si se comparan estos resultados con los obtenidos tras el
ajuste al MODELO I, se observa gque apenas se producen
diferencias en las constantes microscoépicas de
farmacotrasferencia (X,, K,, K,, K, v K,) y volumen de
distribucion V,. Sin embargo, la constanmte K, adopta valores
mucho mas bajos, manifestandose una c¢lara trasferencia hacia
el compartimento 4. La constante de retorno del compartimento
4 al 1 toma un valor muy pedqueno, comc cabe esperar, ya gue
el tiempo de duracién de la sesidn de hemodidlisis
(aproximadamente % horas) es lo suficientemente corto como
para que durante el mismo solo exista trasferencia
hacia ese compartimento y no se manifieste retorne al

compartimento central.

Cuando se aplica el test F a fin de contrastar un modelo

global y un modelo reducido, 1los resultades obtenidos se
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recogen en la tabla 19 (Anexo 1 pag 216). Como puede
observarse, en todos los casos €l valor de F determinado es
inferior al tabulado para un nivel de significacion del 5%,
lo que indica que en todos los casos se acepta la hipodtesis

nula, por lo gque K, 6 = 0.

Una vez establecidos los parametros farmacocinéticos que
definen el modelo, se resuelven las matrices correspondientes
descritas en el apartado de Material y Metodologia (pag 151).
La solucién para X = (80, 0, 0O, 0), nos permite calcular la
cantidad de medicamento que, en funcién del tiempo, define cada
compartimento. Las tablas 20 a la 31 (Anexo 1 pag 217-228)
reflejan las socolucicones para cada una de las matrices
planteadas, asi como las cantidades de gentamicina que

constituyen los compartimentos 1, 2, 3 y 4.

Asimismo, a partir de las medias aritméticas de 1los
parametros estimados para los pacientes no diabéticos, las

ecuaciones que definen X,, X,, X, y X, son:

Xi.‘: — O . 196 _e--381,091+58 . 72 ‘e-4041+21 . 04 _e-0.1bt+6 . 7 . 104 'e~0.3‘10-bl

i

X, ~1.28-10% ™ %-51,2 -e""451.2-e°+5.9-10% -7
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_0 . 27 .8-381.021:_'_0 . 19 _e-4.ﬂ4‘l+0 . 07 .eﬂ.\ﬁl+5 . 2 . 10.‘; _e.e_a-c‘o_ﬂ

o]
1l

X = =8.5-10%-e®%_9 4 .0%"-23.1-2°%+25.5 . @03 108

De igual forma, para el grupo de pacientes diabéticos:

Xgy = 0.17- 2?59 68 -4 20.16 -e%'+1.4 -103 - %E 1
Xy = -9.04-107-e"®%-49.5-e%"+49.5-e°7+8,2-10"-e°* "
Xy = =0.25-e"%40.19 -e*"'+0.06 -e*"+1.2-10° -7

X4 = —8.0- 107 -3 5 1 .21 .28 -4+ 24 .42 -o%F 10N
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L.a evolucidén en el tiempo queda reflejada en las figuras

4 v 5. Los resultados se ponen de manifiesto en las tablas 32

Y 33 (Anexo I pag 229-230).

X (mg) 60 - PACIENTES LR. NO DIABETICOS e X(1)
o X{2]

® X{3)

a x(4)

{(x 100)

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0

t {h)

Fig 4. Evolucidn en el tiempo de la cantidad de medicamento en
los compartimentos 1, 2, 3 y 4. Simulacidén del modelo a partir

de los valores medios de los parametros estimados.
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PACIENTES (.R. DIABETICOS o X{1]
X (mg} 60 —

o X{2)

= X(3)

48 7 a X{4)
36
24 -
12

{x 100}

0 - T T T T 1
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0

t (h)

Fig. 5. Eveoluciodon en el tiempo de la cantidad de madicamento
en los compartimentos 1, 2, 3 y 4. Simulacién del modeloc a

partir de los valores medios de los parametros estimados.
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A fin de comprobar si existen o© no diferencias
significativas en el comportamiento farmacocinético de 1la
gentamicina en ambos dgrupos de pacientes, aplicamos el
tratamiento estadistico a los parametros farmacocinéticos
obtenidos de acuerdo al modelo planteado. Tal y como se expuso
en el apartado de Material y Metodologia (pag 157) aplicamos
el test no paramétrico, denominado "“Prueba de la U de

Mann-Whitney", para comparar dos muestras independientes.

Coma puede observarse en el cuadro I, ne exXisten
diferencias significativas entre los distintos parametros
comparados.
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192

PARAMETRO 2z VALOR CRITICO SIGNIFICACION

K 0.56 1.96 N.S
12

K 0.66 1.96 N.S
21

K 0.14 1.96 N.S
14

K 0.32 1.96 N.S
13

K 0.80 1.96 N.S
31

K 0.64 1.96 N.S
30

v 0.01 1.96 N.S
1

(*) 2= (U-M ) / oU

1
CUADRO I
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Por ultimo, calculamos los valores de AUCY, corespondientes
a los compartimentos 1 y 2 y la cantidad de gentamicina gue se
elimina por depuracidn artificial X, calculada a partir del
area bajo la curva correspondiente al compartimento 3 y K,.
Dichos valores quedan recogidos en la tabla 34 (ANEXO I pag
231)

Cuando se determinan las areas parciales AUC,/, mediante
la regla trapezcidal, se observa que los valores obtenidos son
analogos entre anbos grupos, aungue totalmente diferentes entre
los distintos integrantes de cada uno de ellos (tabla 35, ANEXO
I pag 232), se observa unicamente gque las oscilaciones que se
producen en 1los valores de AUC, correspondientes al
compartimento 2 estan relacionados, en la mayoria de los casos,
con los valores de AUC, en el compartimento 4. Asi, cuando
los valores de Areas parciales en el compartimento 4 son
elevadas se observa una disminucién de AUC, en el compartimento
2y viceversa. Esta observacidén es mas clara cuando se
analizan las areas parciales normalizadas en funcién del peso
del paciente para una situacidén estdndar de 70 Kg de peso
(Tabla 36, ANEXO I pag 233).

A fin de determinar las posibles diferencias en los
valores de A&areas parciales AUC, correspondientes a los dos
grupos de pacientes; se aplica, igual gue en el caso anterior,
la prueka U de Mann-Whitney, a 1los valores de AUC/
correspendientes al compartimento 4 y a los conpartimentos 1

¥y 2, estos ultimos normalizados. El CUADRO II refleja estos
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resultados, no observandose, en ningin caso, diferencias
significativas.
*
PARAMETRO Z VALOR CRITICQO SIGNIFICACION
X(1N) 0.37 1.96 N.S
X(2N) 0.09 1.96 N.S
X4 0.009 1.96 N.S
(*) Z= ( U-M ) / oU
u
CUADRO TIT
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IT1.b.- COMENTARIOS

A la vista de los resultados experimentales, no hemos
encontrado diferencias significativas en cuanto al
conportamiento farmacocinético de la gentamicina en los dos
grupos de pacientes, insuficientes renales, diabéticos Y No
diabéticos estudiados. Sin embargo, esto no supone la

afirmacion rotunda de que no existan.

El hecho de gue no se manifestasen, en la situacion
estudiada por nosotros, puede deberse a la propia patologia de
la insuficiencia renal comin a los doce pacientes tratados.
Esta patologia obliga a un tratamiento extracorpéreo,
hemodialisis, gue proporciona, en poco tiempo, una eliminacidn

acusada.

El hecho de haber elegido una poblacidon con insuficiencia
renal crodonica, sometida a depuraciodn artificial, se debid a dos

motivos:

1.- Existe una experiencia previa, en nuestro Departamento,
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sobre estudios farmacocinéticos de antibidticos
aminoglucésidos en pacientes insuficientes renales, sometidos
a distintas técnicas de depuracidn artificial. Las condiciones
son distintas, pero 1la experiencia acumulada nos permite
afirmar que, en nuestras condiciones, el modelo
farmacocinético planteado satisface 1los requerimientos
necesarios para la estimacidén estadistica de los paréametros

de disposicidén y eliminacién extracorpdrea.

2.- La necesidad de elegir una poblacidén homogénea, en la
que la eliminacion del medicamento fuese analoga en 1la
totalidad del grupo escogido, y no estuviese influenciada por
la elevada diuresis del paciente diabkeético con funcidn renal
normal, gque nos podria conducir a modificaciones en 1los
parametros de distribucidén y/o eliminacidén ajenos a 1la
proteccidén, que sobre la toxicidad de la gentamicina, pueden
manifestar estos pacientes.
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INDIVIDUCG 1 INDIVIDUO 2 INDIVIDUO 3

t c (1) C (3) c (1) Cc (3) c (1) C (3)
(h) {(mcg/ml) (mcg/ml) (mcg/ml) {(mcg/ml) (mcg/ml)  (meg/mil)
0.16 4.44 3.65 6.58 4.70 4.54 3.12
0.33 3.59 2.84 4.90 3.42 2.90 2.15
0.50 2.90 2.11 3.50 2.50 1.99 1.65
0.83 2.24 1.71 2.84 2.03 1.59 1.23
1.23 1.71 1.46 2.11 1.57 1.23 1.02

3 1.22 1.12 1.71 1.27 1.02 0.78

5 0.95 0.80 1.25 0.99 0.78 0.58

Tabla. 2. Concentraciones plasmaticas de gentamicina a la

entrada C,,, y salida del dializador C.ys correspondientes a los

(n
individucs insuficientes renales no diabéticos 1, 2 vy 3.
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INDIVIDUO 4 INDIVIDUG S INDIVIDUQ 6 1
t C (1) c (3) c (1) c (3) C (1) c (3)
(h) (mcg/ml) (mcg/ml) (meg/ml) {(ncg/ml) (mcg/ml) (mcg/ml})

0.16 4.21 2.98 4.75 3.24 3.04 1.93
0.33 3.12 1.97 2.76 2.11 2.11 1.51
0.50 2.32 1.63 2.23 1.61 1.54 1,17
0.83 1.99 1.35 1.70 1.23 1.28 0.93
1.33 1.65 1.12 1.30 1.04 1.07 0.77
3 1.37 0.92 0.94 0.72 0.85 0.62
5 1.902 0.71 0.72 0.55 0.74 ©.50

Tabla. 3. Concentraciones plasmaticas de gentamicina a la

entrada C

(H

y salida del dializador C

(33

correspondientes a los

individuos insuficientes renales no diabéticos 4, 5 y 6.
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INDIVIDUO 7 INDIVIDUO &8 INDIVIDUO 9

t C (1) C (3) C (1) C (3) c (1) C (3)
(h) {mcg/ml} (mcg/ml) (mcg/ml) (mcg/ml) (mcg/ml}  (mcg/ml)
0.16 3.57 1.75 3.32 2.42 4.62 3.44
0.33 2.48 1.19 2.30 1.68 3.71 2.59
0.50 1.83 0.81 1.59 1.22 3.14 2.19
0.83 1.27 0.57 1.22 0.81 2.39 1.40
1.33 1.0 0.42 0.94 0.65 1.81 1.05

3 0.78 0.37 0.62 0.43 1.23 0.89

5 0.61 0.31 - - 1.05 0.60

Tabla. 4.

entrada Cﬂ)

individuos

Concentraciones plasmaticas de gentamicina

a

. ANEXO I

la

vy salida del dializador Cezyr correspondientes a los

insuficientes renales

diabéticos 7, 8 y 9.
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I INDIVIDUO 10

INDIVIDUC 11

INDIVIDUO 12

t c (1) C (3) C (1) C (3) C (1) C (3)

(h) (mcg/ml) (mcg/ml) (mcg/ml) (mcg/ml) (mcg/ml)  (meg/ml)
0.16 6.08 4.66 4.51 3.50 6.02 4.78
0.33 4.14 3.06 2.96 2.30 4.78 3.80
0.50 3.26 2.27 2.30 1.71 3.98 3.02
0.83 2.56 1.68 1.94 1.39 2.88 2.39
1.33 2.01 1.40 1.51 0.99 2.29 1.73
3 1.58 1.04 1.12 0.80 1.58 1.20
5 1.13 0.77 0.80 0.60 1.14 0.83

Tabla. 5. Concentracliones plasmaticas de gentamicina a la

entrada C

h

y salida del dializador C

individuos insuficientes renales

(3!

diabeéticos 10,

correspondientes a 1os

11 y 12.




ANEXO I

INDIV| K K K K K v v Q
12 21 10 30 13 31 1 3 p
(h-1) (h-1) (h-1) (h-1) (h-1) (h-1) (1) (1) (1/h)
1 1.4801  1.0201 0.1695 71.59 1.0787 279.8 13.3 0.0516 14.4
2 2.0872  1.0112 0.0004 112.0  1.5934 277.3 8.28 0.0476 13.2
3 2.8500 1.0311 0.2004 103.7 1.4166 278.2 10.8 0.0550 15.3
4 2.6787  1.4193 0.0112 127.9  1.2780 272.5 12.0 0.0565 15.4
5 3.4791  1.5103 0.5062 100.9  1.6211 247.0 9.06 0.0595 14.7
6 2.3336 0.9984 0.0661 131.6 0.7137 279.5 18.2  ©.0469  13.0
X  2.4850  1.1647 0.1573 108.0  1.2838 272.4 11.93 0.0528  14.3
a
n-1 0.68 .23 0.19 21.7 0.34 1z2.7 3.6 0.5605 1.03
C.V % 27.4 ig.7 120.9 20.0 26.50 4.7 30.2 9.5 7.2
Tabla. 6. Parametros farmacocinéticos correspondientes al
ajuste realizado de acuerdo al modelo I (global). Pacientes

insuficientes renales no diabeticos.
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INDIV]| K X K K K K v v Q
12 21 10 30 13 31 1 3 p
(h-1) (h-1) (h-1) (h-1) (h-1) (h-1) (1) (1) (1/h)
7 2.2280 0.8285 0.0072 291.9 1.0444 269%.4 14.6 D0.056%  15.3
8 2.1600 1.0705 0.5235 102.36 1.0528 269.3 15.4 0.0602 16.2
3 1.2237 ©0.7469 0.21E-5 116.7  1.2168 269.0 13.3 0.0601 16.2
10 | 2.6304  1.2115 0.1085 99.8 1.7644 269.4 8.10  0.0530  14.3
11 | 2.950% 1.3692 0.3170 91.2 1.3630 280.0 10.5 0.0510 14,2
12 | 1.2169 0.8913 0.1646 76.6 1.2878 279.7 10.3  0.0473  13.2
¥ 2.0677 1.0187 0.1863 129.8  1.2882 272.8 12.03 0.0547  14.9
G
n-1 0.71 0.24 0.20 80.5 0.26 5.57 2.8 0.005 1.2
C.V % 34.6 23.7 106.0  62.0 20.6 2.0 23.6 9.5 7.9
Tabla. 7. Parametros farmacocinéticos correspondientes al

ajuste realizado de acuerdo al modelo I (global). Pacientes

insuficientes renales diabeticos.
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ANEXO

INDIV| K K K K K v v Q
12 21 30 13 31 1 3 p
(h-1) {h-1) {h-1) {h-1) {h-1} (1) (1} (1/1)
1 1.3510 0.6269 75.97 1.0327 27%.8 13.98 0.0516  14.4
2 2.0872 1.0112 112.13 1.5934 277.3 8.28 0.0476  13.2
3 2.7430 0.8070 109.30 1.3648 278.1 11.21 0.0550  15.3
4 2.6787 1.4173 127.88 1.2793 272.5 12.04 0.0565  15.4
5 2.8030 0.8022 109.59 1.3920 247.0 10.%6 0.05%5  14.7
5 2.2960 0.8958 134.20 0.7029 279.5 1B.49 0.0469  13.0
X  2.3264 0.9267 111.4 1.2275 272.4 12.4  0.0528  14.3
a

n-1 0.%% 0.271 20.2 0.34 12.7 3.5 0.005 1.03
C.V% 23.8 29.2 18.1 25.6 4.7 28.2 9.5 7.2

Tabla. 8. Parametros
ajuste realizado de acuerdo al modelo I

insuficientes renales no diabéticos.

farmacocineéticos

(reducido) .

correspondientes

&

I

al

Pacientes



ANEXO I

INDIV| K X K K K v v Q
12 21 30 13 31 1 3 p
(h~1) {h-1) (h-1) (h-1) (h-1} {1) (1} {1/h)
7 2.2247 0.8228 291.9 1.0444 269.4 14.6 0.0569  15.3
8 2.2520 0.5618 103.8 0.9897 269.2 1.4  0.0602  16.2
9 1.2237 0.7469 116.7 1.2168 269.0 13.3  0.0601  16.2
10 | 2.5400 1.0580 106.1 1.7354 269.4 8.24  0.0530  14.3
11 | 2.4860 0.8440 101.7 1.2374 280.0 11.5  0.0510  14.2
12 | 1.1710 0.5436 80.2 1.2493  279.7 10.5  0.0473  13.2
X 1.%829 0.7628  133.4 1.2453 272.7 12.43 0.0547  14.9
g
n-1 0.71 0.19 78.5 0.26 5.446 2.9 0.005 1.2
€.V % 35.8 24.9 58.8 20.8 2.0 23.5 9.5 7.9
Tabla. 9. Parametros farmacocinéticos correspondientes al

ajuste realizado de acuerdo al modelo I (reducido). Paclentes

insuficientes renales
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ANEXO I

INDIVIDUO Fexp. Ftab. 61 ) 2 SIGNIFICACION
1 8.1424 5.12 1 9 S
2 0.0007 5.12 1 9 N.5
3 4.8175 5.12 1 =] N.5
4 0.8740 5.12 1 9 N.S
5 17.840 5.12 1 9 S
& 13.051 5.12 1 9 S
7 0.4591 5.12 1 9 N.5
8 14.989 5.59 1 7 S
9 0.9966 5.12 i 9 N.5
10 4.0755 5.12 1 9 N.S
11 22.110 5.12 1 9 S
12 27.176 5.12 1 9 S

Tabla. 10. Aplicaciodén del test F para contrastar un modelo

global y un modelo reducide (modele 1).
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ANEXO I
INDIV| K K K K K K v \ 0
12 21 10 30 13 31 1 3 p
(h-1) (h—1) (h~1) {h-1) {h-1} (h-1) (1) (1) (1/h)
1 1.4801  1.0201 0.1695 71.59% 1.0787 279.8 13.39% 0.0516 14.4
2 2.0872 1.0112 ©.0000 112.13 1.5934 277.3 8.28 0.0476  13.2
3 2.8500 1.0311 0.0000 103.70 1.4166 278.2 10.80 0.0550  15.3
4 2.6787 1.4173 0.0000 127.88 1.2793 272.5 12.04 0.0565 15.4
5 3.4791 1.5103 0.5062 100.99 1.6211 247.0 9$.06 0.0595  14.7
6 2.3336  0.9984 0.0661 131.69 0.7137 279.5 18.21 0.0469  13.0
X  2.4850 1.1647 0.1570 108.0  1.2838 272.4 11.9  0.0528  14.3
d
n-1 0.68 G.23 0.19 21.7 0.34 12.7 3.6 0.005% 1.03
Cc.V % 27.4 1.7 121.0 2G.0 26.5 4.7 30.2 9.5 7.2
Tabla. 11. Parametros farmacocinéticos definitivos
correspondientes a  pacientes insuficientes renales no

diabéticos (modelo T).
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ANEXO T

INDIV| K K K K K K v v Q
12 21 10 30 13 31 1 3 p
(h-1) {h-1) (h-1) {(h-1) (h-1) (h-1) (1) (1) (1/h)
7 2.2247 0.8228 0.0000 281.9 1.0444 269.4 14.6 0.0569 15.3
8 2.1600 1.0705 0.5235 102.36 1.0528 269.3 15.4 0.0602 16.2
9 1.2237 0.7469 0.0000 116.7 1.2168 269.0 13.3 0.0601 16.2
10 | 2.6304 1.2115 ©0.0000 99.8 1.7644 269.4 B8.10 0.0530 14.3
11 | 2.9505 1.3692 0.3170 91.2 1.3630 280.0 10.5  0.0510 14.2
12 | 1.2169 0.8913 0.1646 76.6 1.2878 279.7 10.3 0.0473 13.2
X 2.0677 1.0187 0.1856 129.8 1.2882 272.8 12.03 0.0547 14.9
a
n-~1 0.71 0.24 0.20 80.5 0.26 5.57 2.8 0.005 1.2
C.V % 4.6 23.7 109.0 62.0 20.6 2.0 23.6 9.5 7.9
Tabla. 12. Parametros farmacocinéticos definitivos

correspondientes a pacientes insuficientes renales diabéticos

(modela I).
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ANEXO I

~3.94-t -0.14-1% -2 ~382.23-t
X = 59.0-e + 20.80-¢ + 19.2-10 e
1 i
~3.94-C ~0.14-¢ ~3182.23-t
X = -51.76re + 51.84-e - 1.32 e
2
-3.94-t -2 -0.14-t -382.23-t
¥ = 0.20 -e +6.9 <10 -e -0.256+e
3
.
t X X X
(h) 1{mg) 2 (mg}) 3 (mg)
g.16 49.08 19.38 0.17
.33 35.94 35.40 0.12
0.850Q Z27.62 41.12 0.09
0.83 20.76 44.19 0.07
1.33 17.57 42.76 0.064
3 13.67 34.06 0.045
5 10.33 25.74 0.034

Tabla. 13. Ecuaciones que definen X,, X, y X;, su evolucion en
el tiempo, determinadas a partir de las medias aritméticas de
los parametros estimados para los pacientes insuficientes

renales no diabhéticos.
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ANEXO I

~3.46-t -0.17-¢ -2 -404.63-%
X = 59.6-e + 20.16-+e + 17.6-10 -e
1
-3.46-t -0.17-t -4 -404.63-t
X = -49.68B-e + 49.68-e - 0.8+10 -e
2
-3.46-¢ -2 -0.17-t ~404.63-¢t
X = 0.19 -e +6.3 <10 -e -0.256-e
3
t X X X
(h) 1 {(mg) 2 {mg) 3 (mg)
0.16 53.88 19.78 0.17
0.33 38.038 31.11 0.12
0.50 29.09 36.82 0.09
0.83 20.87 40.33 0.067
1.33 16.68 39.13 0.050
3 12.10 29.83 0.038
5 8.61 21.23 0.027
i
L e . |

Tabla. 14. Ecuaciones que definen X,, X, y X;, su evolucién en
el tiempo, determinadas a partir de las medias aritméticas de
los parametros estimados para los pacientes insuficientes

renales diabér-icos.
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ANEXO I

INY K ¥ K K K K K ¥ v v Q
12 21 10 14 41 30 13 31 1 3 P

(h-1) {h-1} (h-1) (h-1) ({b-1) (h-13  (h-1) (h-1) (1) (1} (1/h)

1 {1.486 1.02% 0.0% 0.079 O0.l1E-4 71.37 1.079 279.8 13.4 0.051 14.4

2 }2.089 1.013 0.5E-4 O.1E~4 0.1lE-4 112.1 1.5%94 277.3 8.28 0.047 13.2

3 §2.852 1.030 0.152 0O.4E-1 0.8E-5 102.1 1.415 278.1 10.8 0.05% 15.3

4 72.622 1.398 0.1E-2 0.4E-3 0.8E-6 2127.3 1.269 272.5 12.0 0.056 15.4

5 |3.486 1.511 0.307 0.200 0.9E-5 101.1 1.625 247.0 9.04 0.059 14.7

6 [2.446 1.138 G.9E-1 0.3E-1 0.1E-6 130.5 0.732 280.1 17.7 0.047 13.0

X [2.49 1.18 ©0.108 0.059 8,.8BE-6 107.5 1.28 272.4 11.8B8 ©.052 14.3
n-110-68 0.22 0.123 0.075 7.4E-6 21.44 0.34 12.7 3.43 0.005 1.03

C.V%]27.4 18.7 105.4 127.2 84.3 19.94  26.5 4.7 28.9 9.5 7.2

Tabla. 15. Parametros farmacocinéticos correspondientes al
ajuste realizado de acuerdo al modelo II (global). Pacientes

insuficientes renales no diabéticos.
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ANEXO I

IN{ K K K K K K K X v v 0
12 21 10 14 41 30 13 31 1 3 p
(h-1) (h-1} (h-1) (b=-1) (h-1) (h-1) (h-1) (h-1) (1) (1) (1/h)
7 |2.231 0.823 0.7E-5 0.1E-2 0.1E-4 292.3 1.043 268.8 14.6 0.056 15.3
8 |2.166 1.060 0.316 0.200 ©0.8E-5 102.2 1.052 269.2 15.4 0.060 16.2
9 |1.222 0.746 0.1E-4 0.1E~-2 0.8E~5 116.4 1.215 269.0 13.3 0.060 16.1
10{2.622 1.210 0.6E-1 0.4E-1 0.9E-5 99.43 1.762 283.8 8.10 0.050 14.2
11(2.951 1.268 ©0.105 ©.210 ©O.5E-6 91.13 1.362 2BC.0 10.48 0.051 14.2
12{1.219 G6.892 0.120 0.4E-1 0.7E-6 76.50 1.288 279.7 10.27 0.047 13.2
% }2.06 1.01 ©0.101 ©.082 B.5E-6 129.6 1.28 275.0 12.03 0.05%i 14.9
[+
n-1]G.71 0.24 0.116 0.096 4.9E~6 8§0.75 ©0.26 6.82 2.85 0.005 1.20
C.V%{34.7 23.6 114.9 117.8 58.2 62.34 20.59 2.4 23.7 9.5 7.9
Tabla. 16. Parametros farmacocinéticos correspeondientes al
ajuste realizado de acuerdo al modelo II (global). Pacientes

insuflcientes renales diabéticos.
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ANEXO I

K K v v 0
13 31 1 3 P
(h-1) (h-1) (1) (1) (1/h)
1.077 279.8 13.4 0.051  14.4
1.594  277.3 8.24 0.047 13.2
1.415 278.1 10.8 0.055 15.3
1.279 272.5 12.0 0.056 15.4
1.625 247.0 9.04 0.059 14.78
0.732  280.1 17.7 0.047  13.03
1.28 272.4 11.88 0.052  14.3
0.34 12.7 3.43  0.005 1.03
26.5 4.7 28.9 9.5 7.2

IN | X K K K K
12 21 14 41 30
(h-1) (h-1) (h-1) (h~1) (h-1)
1! 1.478 1.016 0.167 1.4E-7 71.83
2f 2.084 1.011 3.8E-4 8.1F-6 112.1
3| 2.840 1.028 0.198 7.6E-6 103.4
4] 2.678 1.418 1.0E-3 9.1E-6 127.8
5| 3.491 1.513 0.508 5.5E-6 101.1
6} 2.458 1.138 ©0.130 32.9E-6 130.5
2.50 1.18 0.167 S.7E-6 107.7
a
n~1|0.68 0.22 0.18 3.3E-6 21.40
C.v%i27.4 18.7 111.7 57.81 15.8
Tabla. 17.

Parametros farmacocinéticos correspondientes al

ajuste realizado de acuerdo al modelo IT (reducido). Pacientes

insuficientes renales no diabeéticos.
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ANEXO T

IN| K K K K K K K v v Q
12 21 14 41 30 13 31 1 3 p

(h~1) {h-1) (h-1) (h-1) (h-1) (h-1) (h~1) (1) (1) {1/n)

7 2.233 0.823 2.3E-5% 2.4E-5 292.7 1.044 269.4 14.6 0.056 15.3

8 2.165 1.067 0.521 6.5E-6 102.46 1.054 269.2 15.4 0.060 l6.2

g 1.223 0.746 1.9E-6 9.3E-6 116.8 1.216 269.0 13.3 0.060 16.2

10 2.634 1.209 0.105 7.9E-6 99.96 1.764 269.4 8.09 0.053 14.3

11} 2.955 1.369 06.316 7.2E-6 91.16 1.363 280.0 10.4 0.051 14.28

12y 1.223 0.887 (0.163 8.1iE-6 76.48 1.287 279.7 10.2 0.047 13.23

X [2.077 1.016 0.184 1.0E-5 129.9 1.2882 272.8 12.03 0.054 14.9

n-=110.71 0.24 0.20 6.7E~-6 80.84 0,26

(%21
[8)]
|
tJ

.8 0.005 1.2

[Aé.v% 34.7  23.7 110.2 63.81 62.2 20.6 2.0 23.6 9.5 7.5

Tabla. 18. Parametros farmacocinéticos correspondientes al
ajuste realizado de acuerdo al modelo II (reducido). Pacientes

insuficientes renales diabéticos.
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ANEXO I

INDIVIDUO Fexp. Ftab. SIGNIFICACION

1 0.061 5.59 7 N.S

2 0.1746 5.59 7 N.S

3 0.2756 5.59 7 N.S

4 0.2925 5.59 7 N.S

5 0.3252 5.59 7 N.S

3 0.0158 5.59 7 N.S

7 0.0372 6.61 5 N.S

8 0.0360 5.59 7 N.S

9 0.0601 5.59 7 N.S

10 0.0830 5.59 7 N.S

11 0.0086 5.59 7 N.S

12 0.0492 5.59 7 N.S
Tabla. 19. Aplicacidén del test F para contrastar un modelo

global y un modelo reduclido (modelo II).




'ANEXO I

INDIVIDUG 1

-6
-352.52+%¢ -2.727+% —0.k47-¢C -5 -0.6-10-C
X = 0.18-¢c +53.12-e +26.72-e +8.2-10-e
1
-6
-5 -352.52-t -2.727-t ~0.147-t ~5 ~0.6-10-t
X =-75.2-10-e -45.5-¢ +45.5-e +12-10-¢
2
-6
-352.52-t -2.727-¢ -0.147-t -7 ~0.6-10-t
¥ = -0.22-e +80.16-2 +D.06-e +3.2-10-e
3
-6
-6 -352.52-t -2.727-t -0.147-t ~0.6-10-t
X =-82.4+10-e -3.1-¢ -2%9-¢ +32.7-e
4
t X X X X
{h) 1(mg) 2 (mg) 3 (mg) 4(mg)
G.16 60.473 15.03 0.169 2.38
G.33 47.05 24.85 0.128 3.82
0.50 38.41 30.65 0.102 4.97
0.83 29.17 35.55 0.075 6.72
1.33 23.38 36.22 0.058 g.78
3 17.20 2% .273 0.042 14,06
S 12.81 21.82 0.031 18.81
Tabla. 20. Ecuaciones que definen X, X,, X3 wer su evelucidn en

el tiempo, correspondientes al individuo 1.



ANEXO 1

[—INDIVIDUO 2

~5
—390.54-¢ -3.40-t ~0.135-t -4 -0.8-10-¢
X = 0.23+e +58.40+e +21.36+e +16 -10-e
1
-5
-5 =-390.54-¢ -3.40-t -0.135+t -4 -0.8-10-t
X = ~124~10-e -50.7-e +50.7+e +12 +10-e
2
-5
-3%0C.54-¢ -3.490 -t ~-0.135-¢ -8 ~-0.8+10-¢
X = -0.32+e +0.24-e +0.08-e +72 -10-e
3
-5
-7 —-390.%54-¢ -4 -3.40-C -3 -0135-t -3 -0.8-10-¢t
X =-3+10+e -53-10~e -48-10-e +53+10-e
‘ §
R
t X X X X
(h) 1(mg} 2 (mg) 3 (ng) 4 (mg)
]
0.186 54 .80 20.19 0.224 0.003
0.33 39.45 31.99 0.161 0.005
0.50 30.64 38.14 0.12% 0,007
0.83 22.57 42.32 0.092 0.010
1.33 18.48 41.83 0.076 0.013
3 14.25 33.82 0.060C 0.021
5 10.88 25.82 0.047 0.028 J

Tabla. 21. Ecuaciones gque definen Xy X5 Xy su evaolucion en

y X4 '
el tiempo, correspondientes al individuo 2.
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l—INDIVI DUo 3 I

-5
-382.53-t -4.29-¢ -G.137-¢ ~% —-0.4-10-¢
X = 0.21+e +62.88-e +16.96-e +81 -10-e
1
-5
-4 -382.53-t -4.29-t ~0.137-t -4 -0.4-10-¢
X = -16 -10-e -54_8-e +54.8+e +8.8-10-e
2
-5
-382.53-t -4.,29 -t -G.137-1% -6 -0.4-10-%
X = =G.29-~¢ +0.23-e +0.06-e +1.2-10-2
3
-5
-5 -382.53-t -4.29-t -0137-t -0.4-10-t
X =-10.8-10-e -2.7-e -23.3+ e +26.21-e
4
t X X x X
(h} 1{ng} 2 (mq) 3 (mg) 4(mg)
0.16 48.24 26.06 0.179 1.99
0.33 31.47 319.13 0.116 1.24
0.50 23.19 14.82 0.085 4.10
Q.83 ie.92 47.42 0.062 5.31
1.33 14.234 45.55 0.052 6.706
3 11.24 36.38 0.041 10.74
5 8.54 27.66 0.0312 14.45

Tabla. 22. Ecuaciones que definen X,, X

el tiempo,

X

correspondientes al individuo 3.

21 D3y x4

‘ANEXO I

su evolucidén en
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ANEXO I

LVINDIVIDUO 4 j

-5
-401.23-t —4.35-¢ ~0.134-t -6 -0.9-10-t
X = 0.17-¢ +55.68-e +24.16+e +4.4-10-e
1
-5
-4 -401.21-t -4.35-t -0.134-t -5 -0.9-10-t
X =-11.6-10-e -50.4-e +50.4-€ +1.2-10-¢
2 ,
-5
-401.23-t -4.35 -t -0.134-t -7 -0.9-10-t
X = -15.5-e +0.17-e +0.07-e +1.6-10+e
3
-5
-7 -401.23-t -3 -4.35-t -0134-t ~0.4:10-t
X =-5-10+e -i10.3-10-2 -0.1l-e +0.19 -e
4
L
t X X X X
(h} 1(mg} 2 (mg) 3 (mg) 4(mg)
0.16 51.41 24.24 0.163 0.0236
0.33 36.36 36.28 0.115 0.0230
0.50 28.92 a1.47 0.091 0.0352
0.83 23.11 46.532 0.073 0.0435
1.33 20.38 42.07 0.064 0.0541
3 16.16 33.77 0.851 0.0843
5 12.36 25.83 0.039 G.1126
Tabla. 23. Ecuaciones que definen X0 X5, X5, x40 SU evolucidn en

el tiempo,
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INDIVIDUO 5

ANEXO I

-5
-349.66-¢ -5.71-t -0.259-¢ ~4 -0.2-10+t
X = 0.26-¢ +61l.44-e +18.32-¢e +6 +10-e
1
-5
-4 —-349_.66-t -5.71-t -0.259-t -5 -0.2-10-¢
X =—26.8-10-e -51 e +51 e +76 «10-e
2
-5
-349.66-C -5.71 -t ~0.25%-t -1 ~0.2-10-t
X = -37.5+e +0.29+e +Q.08-e +12 +10-e
3
-5
-5 ~-349.66-t -5.71-t -0.259-¢ ~-0.2-10-t¢
X =-38.4-10-¢ -5.3-e -35.3-e +39- e
4
t X X X X
(h) 1 (mg) 2 (mg) 3 (ng) 4 (mg)
0.16 42.21 28.49 G.197 3.285¢
0.33 26.15 39.10 0.121 6.082
0.5%0 19.63 41.90 0.091 7.986
0.83 15.31 40.72 0.070Q 10.792
i
1.33 13.02 36.14 0.060 14.301
!
: 3 B.42 23.46 0.038 23,101
; 5 6.79 18,92 0.031 26246
Tabla. 24. Ecuacliones que definen X, Xy Xy, x40 SU evolucidén en

el tiempo,

correspondientes al individuo 5.
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ANEXO T

] INDIVIDUO 6

-5
-411.17-t -3.84-t ~0.109-t -5 -0.1-10-t
I =0._098-e +58 e +21.84-e +23 -10-e
1
-5
-5 -411.17-t -3.84-t -0.109-t -5 -0.1-10-t
X =-58 +10-e -52.4-¢ +52.4-¢ +51 -10-e
2
-5
-411.17-t -3.84 -t -0.109-t -7 -0.1-10-t
X = -0.14+¢ +3.10+e +0.03-¢ +4.6-10-¢
3
-5
-5 -411.17-t -3.84-t -0.109-t -0.1-10-t
X =-30.9-10-e -19 e -26.8-e +28- e
4
t X X X X
(h) 1{mg) 2 {mg} 3 {mq) 4 {mqg)
0.16 52.83 23,18 0.0%4 1.43
0.33 37.40 35.84 0.066 2.42
0.50 29.18 42.00 G.052 3.17
0.83 22.34 45.77 0.039 q.27
1.33 19,24 45.07 0.034 5. 64
3 15.74 37.84 0.028 9.51
5 12.66 30.42 0.022 13.29
Tabla. 25. Ecuaclicnes gue definen X0 X5, X}yxu su evolucion en

el tiempo,
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INDIVIDUO 7

ANEXO I

—-4
-562.62-t -3.46t -0.128-t -3 -0.2-10-t
X =0.071-e +63.36-@ +16.56-e +8.8-10-e
1
-4
-5 ~562.62-L -3.46+¢t ~G.128-t -5 -0.2-10-%¢
X =-27.4-10-e -53.4-¢ +531.4-e +32 -10-e
2
-4
-562.62-t -3.46 -t -6.128-¢ -8 -0.2-10-t
X = -0.1l4-e +0.11-e +0.03-e +8 -10-e
3
-4
-7 -562.62-t -5 -3.46-t -5 ~0.128-t -4  -0.2-10-t
X =-10-e -51+«10-e -~32.310 -e +8-10 - e
4
t X X X X 1
(h) 1 (ng) 2 (mg) 3 (mg) 4 (mg)
-4
0.16 52.65 21.37 0.096 2-10
-4
0.33 35.95 33.72 0.066 3«10
-4
0.50 26.61 40.24 0.049 5-10
—4
G.83 18.29 44.56 0.033 S$+10
-4
1.33 14.5% 44,35 0.026 S5-10
—-4
3 11.26 316,33 0.020 £-10
! -4
o= 5.61 27.78 0.01% 610
Tabla. 26. Ecuaciones que definen X0 X5, XSyXL’ su evolucion en

el tilempo,

correspondientes al individuo 7.
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ANEXO I

INDIVIDUO 8 ]

-5
-372.36+t -3.80-t -0.228-t -5 —0.2-10-t
X = 0.1l6-e +61.28-e +1B.56+e +58 -10-e
1
-5
-4 -372.36°t -3.80-t ~0.228-%¢ -5 «0.2:10-t
X =— 9.6-10-@ -48.1-e +48.1e +68 -10-e
2
-5
-2 -372.36-% ~3.80 -t -0.228-t -6 —0.2-10-t
X =-22:10-e +0.17-e +0.05-e +1.110-e
3
-5
-5 -372.36-t ~3.80 -t -0.228-t -0.2-10-% ¢
X -23-10-e ~8.3-e —42.4-e +51.6 -e
4
t X X b4 X
(n) 1{mg) 2 (mg) 3(mg) 4 {mg}
0.16 51.25 20,22 0.144 6.37
0.33 34.70 30.82 0.097 10.24
0.50 25.72 36.12 0.071 12.64
0.83 17.97 37.56 0.050 16.49
1.33 14.09 34.86 0.039 20.54
3 9.36 24.27 0.026 30.22

Tabla. 27. Ecuaciones que definen X,, X,, X;

el tiempo, correspondientes al individuo 8.

224

y X&'

su evolucidén en



i INDIVIDUO %

ANEXO I

-5
~-386.64-t -2,20-t -0.123-t -8 -0.9+10-t¢
X =0.176-e 456,082 +23.68-e +6.4-10-e
1
-5
-5 -386.64-t -2.20-t -0.123-t -9 -0.9-10-t
X =-54.8-10-e -46.8-e +46.8+¢ +5.4+10+e
2
-5
-386.64-t -2.20 -t -0.123-t -10-0.9-10-¢
X = -25.1-e +0.17-e 40.07-e +2.1-10-e
3
-5
~8 -386.64-t -5 =2.20-¢C -5 ~0.123-t —4 —0.%-10-¢
X =-10-e -42.60-e -22.11 -e +6+10 - e
4
t 4 X X X
(h) 1 (mq) 2 (mg) 3 (mg) 4 (mg)
-4
0.16 62.65 12.98 0.197 1-10
-4
0.33 49.87 23.36 0.1532 2-10
-4
0,50 40.93 28.50 G.127 2.7-10
-4
0.83 30.41 34.73 0.055 3.5-10
-4
1.33 23.11 37.31 Q.072 4-10
3 16.44 32.32 G.0s51 4.6-10
5 12.80 25.34 0.040 5-10
Tabla. 28. Ecuaciones gque definen X, X5, X3 xe SU evolucion en

el tiempo,

correspondientes al individuo S.
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ANEXO I

INDIVIDUQ 10]

-5
~370.68-t -4.24-t ~0.165-t -5 -0.5-10-t
X = 0.28-e +59.44-~¢e +20.24+e +95 +10-e
1
-5
-4 -370.68-t -4.24-t -0.165-t -5 ~0.5-10t
X =-19.5%+-10+e -51l.4-e +51.4-e +84 -10-e
2
-5
-370.68-t -4.24 -t -0.165-t -8 -0.5-10-t
X =-0.380-e +0.28-e +0.09-e +73-10-e
3
-5
-6 =-370.68+t -4.24 -t -0.165-% ~-0.5-10+t t
X -75-10-e -l.4-e ~12.2-e +13.9 -e
4
t x X x X
(h) 1{mg) 2 (mg) 3 (ng) 4 {ng)
0.16 49.87 24.33 0.237 1.289
0.33 33.79 36.05 0.162 1.950
Q.50 25.77 41.1% 0.123 2.4587
0.83 19.41 43.36 0,052 3.184
1.33 l16.46 41.10 0.078 4.077
3 12.33 31.32 G.058 6.444
] B8.86 22.53 0.042 5.537
Tabla. 29. Ecuaciones que definen X,, X,, X3, x4r Su evolucion en

el tiempo, correspondientes al individuo 10.
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ANEXO I

INDIVIDUO 11

-5
-372.19-t —4.77t “0.186-t -5 —0.3-10-t
X =0.22 -e +59_36-e +20.40-e +68 +«10-+e
1
-5
-4 -372.19-t -4.77-t -0.186+t -5 -0.3-10-t
X =-17.7-10-e -51.3-e +51.3-2 191 -10-e
2
-5
-372.19-t —5.77 -t ~0.186-t -7 -0.3-10-t
X = -0.29-e +0.22-e +0.07 & +15 -10-e
3
-5
-5 —372.19-t -4.77-t -0.186-t ~0.3-10-t
X =-18-10-e -3.8-e —35.6-e +39.3 - e
4
t X b x x
{h} 1(mg) 2{ng} 3{mg} 4 (mg)
0.16 47.47 25.88 0.174 2.919
0.33 31.46 17.64 0.115 4.952
0.50 24.04 42.06 0.088 6.430
0.83 18.61 42.98 0.068 8.709
1.33 16.03 10.00 0.058 171.454
3 11.67 29.37 0.042 16.910
]
{ S 8.48 20.23 0.029 25,262

Tabla. 30. Ecuaciones que definen Xy X5, Xsny su evoluclon en

el tiempo, correspondientes al individuo 11.
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ANEXO I

[ INDIVIDUO 12|

-5
-357.19+t -2.36-¢ -0.165-t -5 -0.5-10-t
X =0.22 -e +53.84-e +25.92-¢ +83 +10-e
1
-5
-5 —-357_19-t -2.36-t ~-0.165+t -5 -0.5+10-t
X =—76.0+10-¢ -43.8-e +43.8+e +99 -10-+e
2
-5
-357.19+t -2.36 -t -0.165-¢ -7 -0.5-10-¢
X = -0.28-e +0.19-e +0.09+e +318 -«10-e
3
-5
-5 -357.19-¢ -2.36+C ~0.165-¢ -0.5-10-¢
X =-16-10-e -0.03-e -25.1-e +29.4 - e
4
t p:4 X X X
(n) 1{mg) 2 (mg) 3 (mg) 4 (mg)
0.16 61.83 12.84 0.222 2.552
a.33 49 .25 21.78 0.175 4.043
0.50 40.41 27.21 0.143 5.223
0.83 30.19 31.55 0.108 7.095%
1.33 23.14 37.04 0.082 9.,1424
3 15%.84 26.66 0.056 14.174
S 11.35% 19.20 0.040 18.475
Tabla. 31. Ecuaciones que definen b P S X3y%, su evolucioén en

el tiempo,
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VALORES MEDIOS NO DIABETICO;]

ANEXO I

-5
~381.02-t -4.04-t -0.152-t -4 -0.3-10-%t
x =D.196-e +58.72+e +21.04-¢ +6.7-10e
1
-5
-3 -3Bl.02-t -4.04-t -0.1582-t -4 -0.3-10-t
X =—1.28-10-e -51.2+*e +51.2-e +5.9-10-e
-]
-5
~389.02-t -4.04 -t -0.15%2-t -7 -0.3-10-t
X = -0.27-¢ +0.19-e +0.07-e +5.2+10+e
3
-5
-5 —381.02-t -4.04-t -0.152-t -0.3-10+t
X =-8.5-10-e ~2.4-e ~23.11 -e +25.52- e
4
t X X X X
(h) 1 (mg} 2 (mg}) 3{ng) 4 (mqg)
0.16 51.29 23.17 0.173 1.72
0.33 35.49 35.28 0.119 2.89
0.50 27.28 40.71 0.092 5.03
0.83 20.59 43.63 0.068 507
]
!
! 1.33 17.46 41.63 0.058 G. 64
! !
]
3 13.33 32.46 0.044 10.88 E
5 9.83 23.94 6.0373 34,72

Tabla. 32. Ecuaciones que definen X,, X

2!

X3yxw

su evolucldén en

el tiempo, determinadas a partir de las medias aritméticas de

los parametros estimados para 1los

pacientes insuficientes

renaies no diabéticos.
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ANEXO I

E]ALORE‘S MEDIOCS DIABETICOS]

-5
~-403.57-¢ -3.51-t -0.174-t -3 -0.6-10+t
X =0.176-a +59.68 ¢ +20.16-¢ +1.4-10-e
1
-5
~4 —403.57-t -3.51-t ~0.174-t ~4 -0.6-10-t
X =-9.04-10-¢ -49.5-e +49.5-e +8.2-10-e
2
-5
-403.57+t -3.51 -t -0.174-t -6 ~0.6-10-%
X = ~0.25-a +0.19-e +0.06-e +1.2-10-e
3
-5
-5 -403.57-t -3.51+t -0.174-t -0.6-10-¢
X =-B.0-10+e -3.1-e -21.28 e +24.42- e
4
t X X X X
{h) 1 (mg) 2 (mg) 3 {mg) 4 (mg)
0.16 53.61 18.93 0.173 1.93
0.33 37.77 31.19 0.123 3.32
0.50 28.79 36.84 0.094 4.36
0.82 20.68 40.16 0.068 5.81
1.33 16.55 38.8¢ 0.054 7.48
3 11.96 29.36 0.039 11.77
5 B.44 20.69 0.028 15.49

Tabla. 33. Ecuaciones que definen X,, X

X

3y % SY evolucldn en

ra

el tiempo, determinadas a partir de las medias aritméticas de

los parametros estimados para

renales
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ANEXO I

o
AUC { mg.h }
IND. (1) (2) X (F)
1 338.5 492.9 75.90
2 375.7 516.0 77.04
3 312.0 575.0 79.23
4 193.5 389.1 80.35
5 331.4 507.1 82.80
6 340.5 494.9 78.18
7 337.5 418.9 81.07
8 362.9 508.8 79.51
9 218.0 402.0 79.84
10 301.6 445.0 77.25
11 306.1 511.8 78.65
12 343.3 441.8 77.20
L . , -
Tabla. 34, Valores de AUC,” correspondientes
compartimentos 1 y 2 vy cantidad de gentamicina

eliminaria por depuracion artificial b O

a

que

los

se
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ANEXO I

AUCt ( mg-h )
0
IND. (1) (2) (4)
1 143.9 109.4 59.23
2 89.85 16%.1 0.0%0
3 70.86 185.6 45.63
4 95.61 173.2 0.360
5 50.14 115.1 63.34
6 94.06 188.1 40.09
7 74.10 180.3 0.030
8 51.35 91.28 60.33
9 109.70 152.83 0.002
10 77.82 163.0 27.26
11 73.76 136.5 78.93
12 106.7 114.1 59.76
e
Tabla. 35. Valores de AUCJ correspondientes a los

compartimentos 1, 2y 4 .
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ANEXO I

}\Uct { mg-h )
0
IND. (1N) (2N)
1 111.0 84.44
2 77.04 145.0
3 52.64 137.9
4 96.97 1756.7
5 40.68 93.41
6 67.18 134.4
7 80.66 196.3
8 47.09 83.20
9 79.76 111-12
10 64.03 134.14
11 48.89 90.89
12 89.95 96.24
S _ _i
Tabla. 36. Valores de areas parciales normalizadas

correspondientes a los compartimentcs 1 y 2.
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ANEXO Ia

INDIVIDUO 2.- NO DIABETICO

AJUSTE MEDIANTE EL PROGRAMA ADAPT AL MODELO I

1: SUBROUTINE DIFFEQ(T,X,XP}
2: IMPLICIT REAL*8(A-H,0-%)
3: COMMQON /PARAMD/ P
4 COMMON /INPUT/ R,B
5: DIMENSION ¥{20),XP{20),P(40),R{20},B(20}
6: CC
7: R(1}=13_2/P(1}

8: R(2)=R{1}+P(2)+P(3)
9: R{2)=277.31+P(5)

10: XP(1)=-R(2}*X{1)+P(4)*X(2)+277.31*X(3)

11: XP{2)=P(2)*X(1)-P(4}*X{2)
12: XP(3)=R(I}*X{1}-R{3}*X(3)

13: cC

14: RETURN

15: END

16:

1i7: C

18: SURROUTINE QUTPUT(Y,T)

19: IMPLICIT REAL*S({R-H,0-1)

20: COMMCN /PARAMD/ P

21: COMMON /STATE/ X

22: COMMON /INPUT/ R,B

23: DIMENSION X(20),P{40},Y(150},R{20},B{20}

24:%CC

25; ¥(11=X(1)/P(1)

26: Y(2}=X(3)/0.0476

27: CC

Z28: RETURN

249 END

30 C

31: C

32: SUBROUTINE SYMBOL

33: IMPLICIT REAL*8(A-H,0~7)

34: CHARACTER PSYM(40)*10

35 COMMON /CHNST/ N,RKD,NI, NUP,NUIC NP

36: COMMON /PSYMB/ PSYM

37. CC

3B: N=13

246 NP=5

40:. CC

41: PSYM(1l}= 'Vvi'

52 PSYM{2)= 'K12'

43 PSYM(3}= ‘'Kl0'

44 PSYM{4)= 'HKZ1°'

59 PSYM(S)}= 'HE3I0!

46 cC

47 RETURN

dh END
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ANEXO Ia

FITTED PARAMETERS

vl = B.2804
Kl2 = 2.0894
K10 = 0.54128E-G3
K14 = 0.18332E-03
K21 = 1.0133
K4l = 0.16307E-04
K30 = 112.04
IFLAG= 4

FINAL SUM OF SQUARES= 0.1211019
=-=C, DATA SUMMARY ---~
YOU WANT A DATA SUMMARY TABLE? 1 = YES

YOU WANT A DATA SUMMARY TABLE? 1 = YES 1

1FLAG: 4
1) OBS.NUM.  TIME OBSERVATION  MODEL EST. RESIDUAL WEIGHTS
1 0.1600 6.582 6.604 0.2147E-01 1.000
2 a.3300 5.906 4.746 -0.1601 1.000
3 0.5000 3.506 3.682 0.1767 1.000
g 0.8300 2.842 2.714 -0.1286 1.000
5 1.230 2.118 2.224 0.1057 1.000
6 3.000 1.717 1.714 -0.3761E-02 1.000
7 5.000 1.259 1.306 0.4696E~01 1.000
2} OBS.NUM. TIME OBSERVATION  MODEL EST. RESIDUAL WEIGHTS
1 0.1500 a.704 4.730 0.2543E-01 1.000
2 0.3300 3.426 3.395 -0.3090E-01 1.000
3 05000 2.506 2.632 0.1259 1.000
4 0.8200 2.031 1.936 -0.9522E-01 1.000
5 1.230 1.57¢ 1.585 0.6012E-02 1.000
6 3.000 1.277 1.221 -0.5641E-01 1.000
7 5.000 0.084a 0.9305 -0.6435E-01 1.000
-~-D. STATISTICAL SUMMARY---
YOU WANT A STATISTICAL SUMMARY? 1 = YES
PARAMETER : .
V1 8522% gvgéé CONFIDENCE INTERVAL(95%)
k12 2.089 25 w4 {[ 165272 ! _3@'02 |
K10 0. 5413F< 20 . . 2112 ]
K14 0.1g;3§_§; 2287 [-0.25356-02, 0.25875-02]
K21 1 013 YRR [—0.,1793w04, 0.4584E-03]
K11 0.1631E-04 1287, {“8';“05 . 1.59% ]
N s a8 5171E-03, 0.5497E-03]
e [ 75.1% ., lag.® ]
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ANEXO Ia

INDIVIDUO 2.~ NO DIABETICO
AJUSTE MEDIANTE EL PROGRAMA ADAPT AL MODELO 11

jale

CcC

N

CC

cC

TN

cC

SUBROUTINE DIFFEQ{T,X.XP)

IMPLICIT REAL*B(h-H,0-Z)

COMMCN /PARAMD/ P

COMMON /INFPUT/ R,B

DIHENSION ¥{20),XP(20).PL40).RI20),8B{20)

MODELO 4-compartimentos I.V. 14/2/8%1
R(1)=13.2/P(1}

R{2}=R(1)4P(2)+P(3}+P{4)

R(3)=277.31+P(7)
XP{1)=~R{2)*X(1}+P(S5)=X(2}+277.31"X{3)+P(8)"x(4)
XP{2)=P{2}*X{1)-P[5)}*X(2)
XP(3)=R{1)*X{(1}-R{3)*X(3)
XFP(4}=Pla)"X(3)-PlE)*X{4]

RETURN
END

SUBROUTINE QUTFUT(Y,T}
IMPLICIT REAL*8{A-H,0-Z)
COMMON /PARRMD/ P
COMMOK /STATE/ X

COMMON /INPUT/ R.,B

DIMENSION X {20),P(40},¥{150) R(20} ,B(20}

¥(1)=X{1}/P{1)
Y(2)=X(3}/0.0476

RETURN
END

SUBROUTINE SYMBOL

IMPLICIT REAL=E8({A-H,0-Z)
CHARRACTER PSYM{40)™10

COMMON /CNST/ N,ND, NI,NUP,NUIC, NP
COMMON /PSYMB/ PSYHM

N=4
Np=7

PSYM(1)='V1"
PSYM{2}="Ki2"
PSYM(2)="K1D"
PSYM{4)="K14"
PSYHM{S)="F21’
PSYM(6)="Ka1

PSYM(7)= K30

HETURN
END



ANEXQ Ia

FITTED PARARMETERS

V1 = 8.2852
K12 = 2.0871
K16 = 0.46787E-02
K21 = 1.0117
K30 = 112.05

FINAL SUM OF SQUARES= 0.1210737
-==C. DATA SUMMARY ---

YOU WANT A DATA SUMMARY TABLE? 1 = YES

YOU WANT A DATA SUMMARY TABLE? 1 = Y