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ABREVIATURAS

A continuacién se relacionan las abreviaturas utilizadas en

el texto o en graf

icas vy que no se han explicitado previamente.

Ad : Glandulas adrenales

Bz : Bazo

C.V. : Coeficiente de variacidn
Et : Estémago

ESM : Error estiandar de la media
Co : Cbélon

cm : Centimetro

Cr : Cerebro

Cz : Corazdédn

dpm : Desintegracidén por minuto
g : Gramo

Go : Gdénadas (testiculo u ovario)
Gr : Tejido adiposo, grasa

h Hora

Ha : Glandulas de Harder

Hg : Higado

i.v. : Intravenosa

kg : Kilogramo

mcCi : Microcurio

mCi ¢ Milicurio

mceg @ Microgramo

MeOH : Metanol

mg : Miligramo

ml : Mililitro

mm : Milimetro

ng : Nanogramo

ng eq.: Nanogramo equivalente
nm Nanometro

MO : Médula Osea

Mu : Misculo

Pa : Plasma

Pl : Piel

Pm : Pulmén

ppm : Partes por millén

p.o.: Oral

rpm : Revoluciones por minuto
Rit : Rifidn

Sa : Glandula salivar

Sg : Sangre entera

Tr : Tircides

Tm : Timo

Ye : Yeyuno

VO Vegiga de la orina

uCi: Microcurio

Hg : Microgramo

4l : Microlitro

pum : Micrometro, micra

% : Tanto por ciento

°C: Grados centigrados
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i.- INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares son sin duda una de las
principales causas de mortalidad en el siglo XX. Esto es debido
a la suma de una serie de factores negativos como la alimentacidn
excesiva y desequilibrada, la falta de ejercicio fisico, el
alcohol, el tabaco, el estrés, etc. Todos estos factores afectan
al estado de la pared de los vasos sanguineos, haciéndoles mas
rigidos y gruesos, provocando una disminucidén de la luz del vaso.

Cuando este estrechamiento del vaso ocasiona una
insuficiencia aguda, momentanea y reversible en el aporte de
sangre, y por consiguiente de oxigeno, al corazdén, se produce la
denominada angina de pecho. Cuando la obstruccién del vaso es
irreversible produce una necrosis en la zona del corazdn afectada
y da lugar al infarto.

El primer farmaco utilizado en el tratamiento de la angina
de pecho fue el Nitrito de Amilo (Figura 1), descubierto por
Brunton en 1867. Mas tarde se empled la Nitroglicerina y otras
moléculas con grupos nitro como el Tetranitrato de pentaeritritol
(Figura 1). Todos estos compuestos producen una vasodilatacién
de los vasos, favoreciendo la redistribucién del flujo sanguineo
en las zonas isguémicas. Estos farmacos también producen un
aumento de la capacidad venosa, por lo que reducen el retorno
cardiaco.

El descubrimiento de los farmacos llamados B-blogueantes,
encabezados por el Propranolol (Figura 1), supuso un importante
avance en el tratamiento de la angina de pecho.

Cuando el corazdn se ve sometido a un esfuerzo, se produce
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una liberacién de catecolaminas (adrenalina, noradrenalina) que
tienen un efecto de vasoconstriccién. En la angina de pecho, la
liberacién de estas catecclaminas, no sélo produce un incremento
en la demanda de oxigenc del misculo cardiaco, sino también una
menor eficacia en el aprovechamiento del oxigeno.

El bloqueo de los B-receptores scbre los que actdan las
catecolaminas reduce la demanda de oxigeno del corazén y le
permite un mayor trabajo. Parece ser que ésto es debido en parte
a una mejor perfusidn de las zonas mas isquémicas de la pared
ventricular izquierda, y a una reduccidn de la afinidad de 1la
hemoglobina por el oxigeno a bajas presiones parciales, lo que
provocaria una mayor liberacidn de oxigeno en el tejido
isquémico.

Una nueva aproximacidén al tratamiento de las enfermedades
cardiovasculares fue el descubrimiento de los antagonistas del
calcio. El valor de los antagonistas del calcio como agentes
terapéuticos fue descubierto en 1963 por Fleckenstein, gque
observé el efecto que producia sobre el misculo cardiaco una
disminucién de la entrada, en la c¢élula cardiaca, de iones
calcioc. A las sustancias que poseen la propiedad de inhibir 1la
entrada de calcio extracelular se les denomind "blogueantes del
canal lento", "blogueantes de la entrada del calcio" & méas
acertadamente "antagonistas del calcio".

Los antagonistas del calcio pueden definirse como
inhibidores del acoplamiento electromecdnico muscular, causando
una reducciodn del flujo de calcio a través de la membrana celular

(efecto ionotrépico negative), de tal forma que el midsculo
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convierte menos energia quimica en trabajo mecanico.

ESTRUCTURA QUIMICA DE MOLECULAS
CON ACTIVIDAD VASODILATADORA

CH _ONO
3>CH-CH2

CH

Nitrito de Amilo

O,No-CH,

ONO,

CH-CH,
cHy’

Nitroglicerina

O,NO-CH, GH,~ONO,

s
O,NO-CH, CH,—ONO,

Figura 1

©© Vi
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Tetranitrato de CH
pentaeritritol
Propranolol
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CI-I (CHy), tl}t-la
—(CHz) ———N——CH »,—CH, H,

Verapamil

OCH

3
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CH,——CH,—N

CH,
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Diltiazem
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Como consecuencia de su alta sensibilidad a las variac¢iones
de la concentracién de Ca?*, los tejidos diana de estos farmacos
son el misculo del miocardio y la musculatura vascular lisa.

El efecto vasodilatador de los antagonistas del calcio
encuentra aplicacién terapéutica en el tratamiento de 1las
afecciones derivadas de un deficiente aporte de oxigéno al
miocardio, como la angina de pecho. El efecto de disminucién de
la resistencia al flujo arterial gque provocan tales compuestos,
los hace también Gtiles en el tratamiento de la hipertensién.

La historia de este relativamente nuevo grupo de sustancias
ha sido revisada por Fleckenstein (1983). Se han propuesto varias
clasificaciones de dicho grupo de sustancias, pero la més
extendida es la descrita por Fleckenstein (1983) y por Singh
(1986); estos autores las dividen en dos grandes grupos Tipo I
y Tipo II.

Al grupo de las denominadas del Tipo I, pertenecen el
Verapamil, el Diltiazem y andlogos estructurales. Clinicamente
estos compuestos son muy efectivos en el tratamiento de las
arritmias supraventriculares, debido a que producen un retraso
en la conduccién nodal atrioventricular y a que inducen una
dilatacidén coronaria y arterial periférica.

Al grupo denominado Tipo II pertenece la Nifedipina,
Nitrendipina y moléculas estructuralmente relacionadas por
contener todas ellas una agrupacidén Dbéasica de 4-aril- 1,4
dihidropiridina. Estos compuestos tienen un efecto
electrofisiolégico menor que las del Tipo I, pero producen un

potente efecto vasodilatador periférico.
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Este grupo de sustancias fue descubierto por Friedrich
Bossert, de los laboratorios Bayer, en 1964. Desde entonces, se
calcula en varios miles las dihidropiridinas, con <variados
esquemas de sustitucién, que se han sintetizado para su estudio
como antagonistas del calcio.

Las moléculas del grupo mas difundidas farmacoldégicamente
son la Nifedipina y la Nitrendipina (Figqura 2), comercializadas
por Bayer en 1975 y 1980 respectivamente.

Estos productos, especialmente la Nifedipina, presentan un
serio inconveniente, su elevada fotosensibilidad, lo gue hace
dificil su manipulacién y acorta el periodo de caducidad.

Como alternativa a tal inconveniente el Instituto de
Investigacién y Desarrollo Quimico y Bioldgico desarrolld una
nueva serie de 1,4-dihidropiridinas que poseian un anillo de
metiendioxi fusionado con el anillo aromatico, 1lo éue les
conferia una elevada estabilidad térmica y fotoguimica.

La Oxodipina (IQB-837) (Figura 2), sintetizada en 1983 fue
elegida como cabeza se serie. La Elgodipina (IQB-875) sintetizada
en 1987 (A. Galiano) fue elegida por =sus propiedades
farmacolégicas (Van Voerkens, 1991; Suryapranata, 1992; Acharya
1994; Tamargo 1987, 1989 y 1991; Romé&n, 1990; De Miguel, 1990;
Burriel, 1989 y 1991; Girdldez 1988 y 1991; Garcia 1991; Drieu
de la Rochelle 1994 y Verdouw 1990) vy ©por su perfil
farmacocinético. |

El estudio de dicho perfil farmacocinético (absorcidn,
distribucidén y eliminacidén) en ratas y perros por via intravenosa

y por via oral, es el objeto de este trabajo.
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ESTRUCTURAS DE MOLECULAS CON
ACTIVIDAD ANTAGONISTA DEL CALCIO

NO,
NO,
CO,cHy CH30, CO,CH,CH; CH,0,
| |
N N
| CHS C:H3 I CH3
H H
Nifedipina Nitrendipina Oxodipina (IQB-837)

Elgedipina (1QB-875)

Figura 2
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2.~ OBJETIVOS

Se dispone de una nueva molécula (Elgodipina), con
estructura de 1,4 dihidropiridina, sintetizada en el Instituto
de Investigacidn y Desarrollo Quimico-Biolégico en el afio 1987
Y que presenta una actividad bioldégica como antagonista del
calcio.

Los estudios farmacolégicos preliminares, demostraron que
la Elgodipina presentaba un marcado efecto vasodilatador, con
buena afinidad sobre el tejido muscular liso y que no aceleraba
la frecuencia cardiaca, efecto secundario indeseable de 1los
antagonistas del calcio.

Estas propiedades farmacoldgicas, Jjunto con su mayor
estabilidad quimica, en comparacién con otras moléculas
similares, hicieron gque se emprendiera el desarrollc para su
utilizacidén en humanos,

El estudio, objeto de este trabajo, se planted para‘llegar
a un conocimiento completo de cémo se incorporaba el farmaco a
los organismos vivos, cdomo se distribuia por los diferentes
organos y tejidos, de qué forma se eliminaba y a qué velocidad,
gué parametros regian su absorcidén y en qué cuantia se producia
y en definitiva para el conocimiento completo de su
farmacocinética en dos modelos animales, rata y perro.

El siguiente diagrama de flujo muestra las etapas y algunos
de los estudios en los cuales es necesario la determinacidén del
farmaco en fluidos bioldgicos hasta llegar a un desarrollo

completo y proceder a su utilizacién en humanos:
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DIAGRAMA DE FLUWJO

FASE SINTESIS
TNTCTAL FARMACOLOGIA INICIAL
TOXICIDAD
DESARROLLO METABOL | SMO

FASE 1
—p | FBrM inéli

!

FASE |1

EFICACIA
CLINICA FARMACOD | NAMI A

POSOLOGA

|

FASE 111

COMERCIALIZACION DESARROLLO
GALENI CO

BIOEOUIVALENC | A

Figura 3

Como se puede observar en el diagrama anterior, en la fase
de desarrollo, los estudios farmacocinéticos (absorcidn,
distribucidén y excrecién) en al menos dos especies animales son
imprescindibles y previos a los estudios de cualquier tipo en
humanos.

El objeto de este trabajo es, por tanto, el estudio de la
absorcién, distribucién y excrecién de la Elgodipina en rata y
en perro. Estos estudios formardn parte de la documentacion
adjuntada para la solicitud de registro como especialidad

farmacéutica ante los correspondientes organismos sanitarios
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3.- ANTECEDENTES

3.1.- CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DE LA ELGODIPINA

O

)

O CH

Elgodipina (IQB-875}

- Nombre quimico (I.U.P.A.C.): Clorhidrato de Elgodipina, (%)
3—isopropoxicarbonil—5—{2—[N—metil—N—(4—fluorbencil)amina]—
étoxicarbonil}-z,6—dimeti1—4—(2‘, 3°-metilendioxifenil)~1-
4~dihidropiridina clorhidrato i

- Nombre clave: IQB-875

- Nombre 0.M.S.: Elgodipina

- Foérmula empirica: C,gH33N,0.F.HC1

- Peso molecular: 561.04 g/mol

- Aspecto: Polvo cristalino de color ligeramente amarillento,
inodoro e insipido.

- Punto de fusidén: 200.1 - 204.1°C
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Calorimetria diferencial de barrido (DSC): Presenta un pico
endotérmico que corresponde a la fusidn del producto. El
pico se presenta a 206.6°C para la sustancia pura. La curva
de DSC se muestra en la Figura 4.

Rotacién especifica: (@)% = 0.0° (C = 1.0 , metanol)
Andlisis elemental: C 62.09 %, N 4.99 %, H 5.88 %
Solubilidad (a 25°C): 52.1 mg/ml en metanol, 15.8 mg/ml en
cloroformo, 7.4 mg/ml en Etanol, 0.2 ng/ml en Acetato de
Etilo, 0.1 mg/ml en tampédn NaCl/HCl pH 1.1 y 0.01 mg/ml en
tampd6n fosfatos pH 7.5.

Constante de ionizacidn: pK,” = 4.69 % 0.01 (25°C)
Coeficiente de reparto: Octanolfagua P~ = 0.09, n-
Heptano/agua P~ = 0.26. (25 * 0.5 °C)

Espectro UV: E (1 cm, 1% metanol)= 331 a 236 nm y 114 a 360
nm (maximos). (Figura 5).

Espectro de fluorescencia: méximos a 375 nm en excitacidn
y a 425 nm en emisién, disolucién de 20 ug/ml en metanol.
(Figura 6).

Espectro IR: El espectro IR de Elgodipina clorhidrato en
dispersidn de KBr se muestra en la Figura 7. La'Tabla I

muestra las bandas de absorcidn mads caracteristicas.
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Purity Analysis
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Pure F Temp 208.9 °C
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Mol Weight 561.0 g/mol

SHINFAFITINY

*D*g8*d 9P eaInd
v evanbta

T 1 T A

180. 180. 200. 220. 240. °C

TT



12

:
:
:
2

370 nm

UAFS

Figura 5

Espectro de UV



i3

ANTECEDENTES

acddw

F

5

&is

Wim st

SHAHINES
T
i L

——
—
—_—rrtyrr

b e

Figura 6

Espectro de Fluorescencia



14

ANTECEDENTES

[, — -

] - — e 5y ; Gr———— G - = @ &

He

i PR v Y T I g SV g3 — —~

1 1 1 pre o e e mi!.un.|nll.||.. 1 1 ! 1 I | I S I S S

L1 EeE| |
]

|
- — F——
—
— - = r—

SILANAEARR SRRRR ERNYRARNN A URRA NN E

EIMTE IR

-_ I i
S 1t B 4 A (R i A X R U N R - _w._ =i 1]
= AR » (A vy SR (SRR ¥ R L - o . . [y [ - )

BN

ETALS

Figura 7
Espectro de IR

RN
[ f-_l L I:..

el



15
ANTECEDENTES

Tabla I

Bandas de absorcion IR caracteristicas de la Elgodipina

Frecuencias de Asignacién
absorcién (cm™!)
3255-3198 NH Dihidropiridina
3076=-3077 CH Aromatico
2985 CH,, CH, Alifatico
2540-2543 NH* Amina
1705 C=0 Ester

Espectro de 'H-NMR: El espectro de protdén registrado en un
campo de 200 MHz de la Elgodipina clorhidrato en DMSO-dg se
muestra en la Figura 8. La asignacidén, la intensidad y la
multiplicidad de las bandas, se muestra en la Tabla II.

La asignacidn de algunas bandas se hizo por comparacién de

los espectros registrados en DMSO-d. y en DMS0-dg/D,0.




16

ANTECEDENTES

%
. . ¥

! L 5 I il I I A ) et [ R S bt 4 o L TS Y IR A ST AT

Y Y Y= L L S — r— T ey T T p— = — v

¥ 1 1— ) T M LA B SIS S ] L — LI . | ot T m L] u LI S T | m LI S S | — LI I M T T 1T 7T 1 L — T b 1 1 bk b ﬂ b

ekl A A A4

N TR N M

gz o n e n.n A o's e e e -

PP rTTTE Y SETTTEWTTE INTTETTTY I

...»h...db......>

e

52 B's 89
| N PRt L 1

WY

Figura 8
Espectro de RMN



ANTECEDENTES

17

Tabla II

Asignacién de bandas del espectro H-NMR
de Elgodipina Clorhidrato

(ppm) Intensidad | Multiplicidad Asignaciodn
0.89 - 1.10 6 multiplete -CH-(CH,), a
2.22 - 2,24 6 singlete y 2,6-CH,
singlete

2.58 - 2.66 3 doblete -N-CH, a
doblete

3.20 - 3.50 2 singlete -N-CH,- b
ensanchado

4.15 - 4.55 4 Multiplete c
ensanchado

4.65 - 4.85 1 multiplete -CH- (CH;) 5

4.91 - 4.93 1 doblete 4~-CH a

5.85 - 5.88 2 doublete y -0-CH,-0- a

y 6.04 singlete
6.55 - 6.75 3 multiplete d
7.20 - 7.40 4 multiplete ‘

Y y ) e
7.55 = 7.75 multiplete
9.02 1 singlete r
11.31 1 singlete g,h
ensanchado
a : Banda que cambia cuando se afiade D,O0.

b : Esta banda puede incluir agua como impureza.

d : Protones aromaticos del anillo de metilendioxifenil.
e : Protones aromaticos del anillo p-fluorfenil.

o )

+NH del grupo t-amina.

-NH- del anillo de dihidropiridina.

Esta banda desaparece cuando se afiade D,0.
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El desdoblamiento de algunas sefiales, especialmente el
doblete a 4.91 - 4.93 ppm en DMSO-dg, probablemente sea
debido a la existencia de rotéameros.

- BEstabilidad: En la introduccién se ha comentado gque 1la
Elgodipina presenta una elevada estabilidad térmica vy
fotoguimica. Para ilustrar ésto, las siguientes tablas
muestran los resultados obtenidos en diferentes estudios de
estabilidad, en 1los cuales se somete el producto a

diferentes condiciones de temperatura, humedad y luz:

Tabla III

Estabilidad térmica de la Elgodipina Clorhidrato
en estado sdlido

CONDICIONES ASPECTO PERDIDA POR PRODUCTOS DE %

DESECACION DESCOMPOSICION RESIDUAL
polve blanco ,

inicial © amarillento 0.50 % N.D. 100.0 %
3 meses - 20 °C g8in cambios 0.57 % N.D. 100.0 %
3 meses 37 °C sin cambios 0.08 % N.D. 99.7 %
3 meses 50 °C gin cambios 0.00 % N.D. 99.7 %
| 1 dia 105 °C sin cambios 0.00 % N.D. 99.8 %
5 afios 25 *°C sin cambios 0.56 % N.D. . 98.9 %

ND : No detectado
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Tabla IV

Estabilidad de la Elgodipina Clorhidrato
bajo diferentes condiciones 4e humedad

CONDICIONES K.F. PERDIDA EOR ASPECTO PRODUCTOS D? %
DESECACION DESCOMPOSICION RESIDUAL
inicial 0.51% Polvo
0.50 % blanco N.D. 100.0 %
1 mes 0.49% | 0.48 % sin N.D. 100.0 %
ambiente cambios
1l mes 58.3 % 0.59% 0.53 % sin N.D. 99.9 %
HR cambios
1l mes 100.0% 2.15% 2.2% % Bin N.D. 97.6 %
HR cambios
ND : No detectado
RH : Humedad relativa
Tabla V
Estabilidad de la Elgodipina Clorhidrato
bajo diferentes condiciones de luz
ASPECTO PRODUCTOS D@ %
CONDICIONES DESCOMPOSICION RESIDUAL
inicial Polvo
blanco N.D. 100.0 %
30 dias oscuridad sin N.D. 99.7 %
cambios
30 dias gin N.D. 99.8 %
luz ambiental cambios
2 dias luz solar sin N.D. 98.9 %
cambios
2 dias luz UV sin N.D. 99.2 %
cambios

ND

: No detectado
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3.2.~ FACTORES DETERMINANTES DE LA ACTIVIDAD DE LO8 MEDICAMENTOS

Los factores que afectan la actividad de los medicamentos

son fundamentalmente de dos tipos: Factores Mecanisticos vy

Factores Fisioldgicos.

Los factores mecanisticos a su vez se pueden dividir en 4

grupos:

Factores de incorporacién: son 1los que afectan a la
absorcién del medicamento. Comc ejemplo podemos citar 1la
via y modo de administracidén, la dosis y su posologia, el
tipo de forma farmacéutica, etc.

Factores de disposicidén: son los gue afectan a la
distribucidon, metabolismo y excrecién del medicamento.
Ejemplos de este tipo de factores son el volumen de
distribucidén, la unién a las proteinas plasmiticas, el
coeficiente de reparto, la filtracién glomerular, etc.
Factores farmacolbégicos: son 1los que afectan a 1la
farmacodinamia del medicamento, por ejemplo la
concentracién en la biofase, la interaccién entre el
farmaco y el receptor, los efectos de competicidén, etc.
Factores clinicos, que afectan a la respuesta clinica del
medicamento. Estos factores pueden ser las variables
ambientales, los efectos psicolégicos, interacciones de
medicamentos, etc.

Los factores fisioldgicos pueden afectar tanto a 1la

absorcién como a la distribucién, metabolismo y excrecidn,

afectando por tanto la respuesta farmacoldgica y clinica.

Factores de este tipo son, la raza, el sexo, la edad, el peso,
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la posicidén corporal, el estado de nutricién, etc.

3.3.- RELACION ENTRE DOSIFICACION, CONCENTRACION SERICA Y EFECTO

En farmacologia una premisa fundamental es que la respuesta
a un medicamento viene determinada por la cantidad de medicamento
que se ha fijado a los lugares de accidn. Ya que a menudo puede
medirse facilmente la concentracién de medicamento en plasma, es
importante saber si los cambio de ésta refleja un cambio en la
respuesta farmacolégica.

Marshall en 1940, fue el primero que sugirid el concepto de
que la actividad de un medicamento dependia de su concentracioén
plasmatica. MaAs tarde en 1946 demostrd que las dosificaciones
necesarias para lograr un efecto o6ptimo, varian mucho de un
paciente a otro. Esto no es de extrafiar si consideramos la enorme
cantidad de factores que influyen en la absorcidén, distribucién,
metabolismo y excrecidn.

En cualquier caso se ha demostrado extensamente la
importancia de utilizar las concentraciones séricas de los
medicamentos como guia para las dosificaciones eficaces.

En el caso de las 1,4 dihidropiridinas existe una relacidn
directa entre las concentraciones plasmaticas y los efectos
cardiovasculares (Graefe K.H., 1988), por lo que el estudio de
los niveles séricos de Elgodipina es necesario para correlacionar
la dosificacién con 1la accién terapéutica, asi como 1la
determinacién de la absorcién, distribucidén y eliminacién de 1la

Elgodipina es imprescindible para establecer una posologia

adecuada.
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3.4.- FARMACOCINETICA

El término farmacocinética fue introducido por el Profesor
F.H. Dost, en Alemania, y lo definidé como "la ciencia del
analisis cuantitativo entre organismo y medicamento" (Wagner
J.G., 1983). El objeto de la farmacocinética consiste en estudiar
la evolucidn temporal de las concentraciones y cantidades de
medicamento y metabolitos en los fluidos biolégicos, tejidos y
excretas, asi como su respuesta farmacolégica y construir modelos
adecuados para interpretar los datos obtenidos.

El Grupo de Estudios de la O0O.M.S. (1970), definidé 1la
farmacocinética como "el estudio de la absorcién, distribuciédn,
metabolismo y excrecidn de los medicamentos'", pero para que se
pueda hablar de Farmacocinética, se precisa la aplicacién de
modelos matemdticos a los datos obtenidos en estos procesos.

En términos generales, los objetivos de la Farmacocinética
son reducir los datos a cifras o parametros significativos y usar
estos datos simplificados para formular predicciones acerca de
los resultados de futuros ensayos o de series de estudios para
cuya realizacién se requeriria un coste y un tiempo excesivos.

Para cumplir este objetivo en 1937, Teorell, introdujo 1la
idea de concebir la distribucidon de un medicamento como una serie
de procesos o pasos consecutivos, dando lugar a los modelos
compartimentales. |

Un sistema compartimentalizado resulta tan s6lo una mera
aproximacidén al sistema bioldgico que representa; &llc se debe
a las variacicnes de 1las distribuciones fisicas, a 1la

heterogeneidad de los medios y de los procesos de difusidén, que
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estan relacionados con transformaciones quimicas. Un
"compartimento" deberia considerarse en realidad como "promedio"
Y no como un estado absoluto.

La mejor contribucidén que prestan los modelos es gque
permiten la aplicacidn de técnicas matematicas. Mas
estrictamente, el modelo seria, la ecuacidn o serie de ecuaciones
susceptibles de describir el sistema propuesto. Todos los
diagramas esquematicos de los modelos lineales se caracterizan
por poseer constantes de orden cero o de orden uno para la
velocidad de entrada, siendo de orden uno las de distribucidén y
eliminacién.

La solucidn de las ecuaciones diferenciales aplicables a
estos sistemas adquiere siempre la forma poliexponencial, de modo

que las expresiones integradas se pueden generalizar mediante 1la

ecuaciodn:

Jme

=¥ c;. et (1)
i=0

En esta ecuacidén, C es la concentracién plasmiatica en el
instante t, C; es el coeficiente iésimo (que puede ser positivo
0 negativo) y i; es el exponente del término exponencial iésimo.

Para comprobar si esta ecuacidn satisface una determinada
serie de datos, se recurre a una operacidn que se denomina
"retroproyeccién", “"descomposicién de la curva", "métodos
residuales", etc., y gue hoy se realizan con la ayuda de

programas informaticos que mediante el empleo de un método
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iterativo de regresidén no lineal miltiple por minimos cuadrados,
suministra los coeficientes y exponentes que mejor se ajustan a
la serie de datos experimentales. En este trabajo el programa
utilizado es el desarrollado por Sheiner, L.B. (1981) y llamado
ELSFIT.

Con la ayuda de estos programas, se comprueba si los datos
se pueden describir mediante una ecuacidn poliexponencial (tipo
de modelo compartimental) y se obtienen los coeficientes C; y
exponentes A; de dicha ecuacién.

La aplicacién de este método 1lleva implicita 1la
consideracién de que, en ciertos sectores de la curva se anula
unco o mas términos exponenciales, cuando en realidad ninguno de
ellos se reduce a cero hasta transcurrir un tiempo indefinido.

Los parametros farmacocinéticos que describen al farmaco en
estudio, se calculan a partir de los coeficientes C; y exponentes

A; estimados en el modelo compartimental.

3.4.1.- MODELO MONOCOMPARTIMENTAL ABIERTO

Es el modelo mas sencillo y considera al organismo
representado por un sélo compartimento, de volumen V y en el que
a tiempo 0, se introduce una dosis tnica de forma instantéanea.
Este modelo fue introducido por Widmark en 1924.

El medicamento inalterado se mide en el plasma y se supone
gue la eliminacidtn es de primer orden con una constante de
velocidad K y siendc A la cantidad de fadrmaco en el organismo en

el tiempo t.

Este modelo es Gtil para el estudio de los farmacos que tras
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el ingreso en la circulacién sistémica se distribuyen rapida y
homogéneamente en el organismo. También se utiliza este modelo
para el andlisis de excrecidén con cinética de primer orden.

El esquema que representa este modelo es el siguiente:

ABSORCION FARMAGO ELIMINACION
' EN EL >
Ka ORGANI SMO K
Figura 9

3.4.1.1.- Administracidén intravenosa

En este caso la fase de distribucidén no existe, ya que al
administrarse de forma intravenosa réapida, el farmaco se
distribuye en el organismo casi de forma instantanea. La
velocidad con la que el farmaco se elimina del compartimento

vendra dada por la ecuacién:

_dA . 2
It K.A (2)
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donde A es la cantidad de farmaco en el tiempo t y K es 1la
constante de velocidad aparente, pues es la suma de las
constantes de velocidad de varios procesos juntos (metabolismo,
eliminacién renal, etc.).

Por integracifén de esta ecuacibébn se obtiene:

A=A .kt (3)

En donde A; es la cantidad de farmaco a tiempo 0, es decir

la dosis D, y como C=A/V entonces:

C=C,. e %¢ (4)

Tomando logaritmos en la expresién anterior obtenemos la

siguiente expresién:

K.t

1OgC’-10gC0_""2—"-§-0—3—

(5)

La representacidén grafica del logaritmo de la concentracidn
en funcién del tiempo, suministra una 1linea recta de cuya
pendiente podemos calcular la constante de velocidad de
eliminacidén (K) (Figura 9).

El valor del volumen de distribucién se puede calcular a
partir de la ordenada en el origen, ya que Cy = D/V.

Otro parametro que caracteriza la fase de eliminacidn es la
semivida de eliminacién (ty) dque se define como el tiempo

necesario para que la concentracidén plasmatica se reduzca a la
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mitad. Por lo tanto haciendo C = C; en la ecuacibén general del
modelo tenemos que ty = 0.693/K.
El area bajo la curva de los niveles plasm&ticos (AUC) es

otro parémetro que se calcula por integracién de la siguiente

ecuacién:

avc=[c.de=P9518 (no /1) (6)
-:) V.o

MODELO MONOCOMPARTIMENTAL
ADMINISTRACION I.V.

Conc. Plasma (mcg/ml)
10, 000

1.000F ~.

-K/2.303

|
|
|
100 — b L O

2

3
¥

|
|
|
!
—
10 |
!
i
|
|

o
oD
N I
(=2}
o

10
Tiempo (h)

Figura 10

Por Gltimo el aclaramiento (CL) es la relacidn entre la
constante de velocidad de eliminacidn y la concentracién, o

también la relacidén entre la cantidad de farmaco eliminado
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(Dosis) y el AUC es decir:

K
CL-—==K.V 7
o (7)

_Dosis

CL (8)

3.4.1.2.- Excrecidn urinaria tras la administracién i.v.

Una forma de determinar la cinética de eliminacidn, de una
forma no invasiva, es mediante los datos de excrecidn urinaria.
La velocidad de excrecidn urinaria es proporcional a la cantidad

de farmaco en el organismo, mediante la ecuacidn:

dA,
- -K,.A 9
5 ~Ku (9)

donde A, es la cantidad de farmaco inalterado que se ha eliminado
en la orina en el tiempo t, A es la cantidad de farmaco en el
organismo en el tiempo t y K, es la constante de velocidad de
eliminacién urinaria.

Sustituyendo A por la ecuacién anterior, obtenemos:

Cfi”-KU.Ao.e"‘-t (10)
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Al igual que antes con los datos plasmaticos, representando
en escala semilogaritmica, las velocidades de excrecidn urinaria
en funcidén del tiempo, obtenemos una recta de cuya pendiente (-
K/2.303) podemos calcular la constante de velocidad de
eliminacién y de la ordenada en el origen podemos calcular'Ku.

Integrando la ecuacidn anterior obtenemos la expresidén del
valor de la cantidad de farmaco excretado hasta el tiempo t:

K .A
2,020 (1-e7R) (11)

A partir de esta ecuacidn, podemos calcular la cantidad

total de farmaco inalterado que se ha eliminado en la orina:

(12)

Sustituyendo este valor en la ecuacién de A,, obtenemos la

expresién de la cantidad de farmaco que queda por excretar:

Aj-A A . ek ¢ (13)

El aclaramiento renal que es el volumen de plasma gue
contiene la cantidad de farmaco que se elimina en orina por
minuto, se puede definir como el cociente entre la velocidad de

excrecién urinaria y la concentracidn plasmatica:

dA

18

de _ KA L o (14)

cr,.=
= T C u
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Otra forma de <calcular el aclaramiento renal es
representando las velocidades de excrecién frente a 1la
concentracion en plasma en el punto medio del intervalo. De la

ecuacidén anterior se obtiene que:

d‘Au
=CL,.C (15)
dt Lr

Por lo tanto, la representacién grafica es una recta cuya

pendiente es el valor del aclaramiento renal (CLyg).

3.4.1.3.~ Administracién oral

Después de la administracién oral, la curva de concentracién
plasmiatica-tiempo, en algunos casos se puede describir como un
modelo monocompartimental con velocidades de entrada y salida de
primer orden. La velocidad de eliminacién del f&rmaco del

organismo se describe de acuerdo a la siguiente ecuacién:

—{%%-—B;.A3+K}A (16)
donde K, es la constante de velocidad de absorcidén y A, es la
cantidad de farmaco absorbido. Por integracidén de la ecuacidn
anterior obtenemos:

.F. .
a-Kaf- Ao (eK-tog Tty (17)
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donde F es la fraccidén de dosis (A,) absorbida. Pasando la

ecuacidn anterior a términos de concentracidén obtenemos:

K,.F.A,

T V(K,-K)

. (e-K-t_g7Katy (18)

La representacidén semilogaritmica de la ecuacidén anterior

es una curva biexponencial:

MODELO MONOCOMPARTIMENTAL
ADMINISTRACION ORAL

1.000

-Kf2.2303

/

-Kaf2.303

0 1 4 3 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tiempo (hl

Figura 11

De la pendiente de la fase rectilinea terminal, se puede
determinar la constante de velocidad de eliminacidn (- K/2.303).
Para calcular la constante de absorcidén (K,) se recurre al método
de los residuales. Como en el caso anterior de la administracién

i.v. se define la semivida de absorcidén (ta,) como el tiempo
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necesario para que la cantidad de farmaco, en el lugar de

absorcidédn, se reduzca a la mitad. Se calcula como 0.693/K, .

3.4.1.4.- Excrecién urinaria tras la administracién p.o.

El tratamiento matematico de los datos de excrecidn urinaria
procedentes de una administracién oral, es el mismo que los
procedentes de una administracién intravenosa; séloc se

diferencian en que la forma de la curva es biexponencial:

dAHBM. (e'x.t’_e—xa-t) ‘19)

dt K-K

Por integracién de esta ecuacién se obtiene:

2 EKU K .F.A_ [_1-_+ ekt K. oKt (20)
u K K, K-K, K, (K-K,)

La cantidad total de farmaco inalterado eliminado en la

orina es:

2° K,.F.A (21)

que sustituido en la ecuacidn anterior de A, obtenemos 1la

cantidad de farmaco que queda por excretar:

g K.(Ka.e‘“—K.e-K"t) (22)
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3.4.2.~ MODELO BICOMPARTIMENTAL ABIERTO

Con frecuencia, los farmacos al entrar en la circulacidn
sistémica precisan de un periodo para distribuirse por todos los
tejidos y érganos. Esta fase de distribucién esta en relacidédn con
el flujo sanguineo, por lo que los tejidos maAs perfundidos
alcanzaran antes el equilibrio de distribucién que los menos
perfundidos. Estos tejidos muy perfundidos (higado, rifién, etc.)
pueden tratarse como una unidad homogénea (compartimento
central). El llamado compartimento periférico lo formarian los
6rganos y tejidos menos perfundidos (huesos, cartilagos, tejido
adiposo, etc.) y por tanto menos accesibles al farmaco.

Generalmente, las concentraciones de farmaco de los tejidos
mas perfundidos, durante la fase de distribucién, disminuyen més
rapidamente que durante la fase posterior. Sin embargo, en los
drganos y tejidos menos perfundidos, las concentraciones del
farmaco crecen hasta alcanzar un maximo y luego disminuyen
durante la fase de distribucién.

Esta representacidén bicompartimental de un organismo no
corresponde a una realidad fisioldégica, pero permite el estudio
Yy la comparacidén farmacocinética de los farmacos.

En realidad, pueden presentarse tres tipos de modelos
bicompartimentales: los gue la eliminacidén del farmaco s6lo se
produce desde el compartimento central, los que la eliminacién
del farmaco s6lo se produce desde el compartimento periférico y
los que la eliminacibén se produce desde ambos compartimentos.

La siguiente figura muestra la representacidn esquematica

de los tres tipos de modelos bicompartimentales:
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K
COMPARTIMENTO 10 COMPARTIMENTO
ssts e~ CENTRAL soss y_se CENTRAL
t=0 t=20
K'z Kz‘ Kta Km
COMPARTIMENTO COMPARTIMENTO
PERIFERICO PERIFERICO
K
COMPARTIMENTO 10
sota oy CENTRAL
t =0
K12 K21
COMPARTIMENTO | Ko
PERIFERICO | —

Representacidn esquematica de los modelos bicompartimentales

Figura 12



35
ANTECEDENTES

3.4.2.1.~- Administracién intravenosa

Después de que el farmaco ha sido administrado por via
intravenosa, la concentracién plasmatica de medicamento desciende
rapidamente, debido principalmente al efecto de distribucidén y
a algo de eliminacién.

El proceso de distribucién es generalmente mas réapido que
los de eliminacidn. Cuando la distribucién alcanza el equilibrio
en los tejidos y en el plasma, o se llega a un equilibrio de
pseudodistribucidn (aparente), Gnicamente tienen importancia los
procesos de eliminacién.

En el caso de un modelo bicompartimental con eliminacién de
primer orden desde el compartimento central, el perfil de
concentraciones estard representado por una ecuacidén compuesta
por dos términos:

C = Coeficiente de Distribucidn + Coeficiente de Eliminacién

La velocidad de disminucién de la cantidad de farmaco en el

compartimento central, vendra dada por la siguiente ecuaciédn:

dA
dtc =Ky Ap-Kyp A Ky AL (23)

donde A y A, son las cantidades de farmaco en el compartimento
central y periférico, y K;,, K,;; ¥ Kyjp son las constantes reales
de velocidad de distribucién intercompartimentales y de
eliminacidén, de acuerdo al esquema de la Figura 12.

La variacidon de la cantidad de farmacc en el compartimento

periférico, vendra dada por la siguiente ecuacién:
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da
th’-Klz.Ac~K21.A (24)

La resolucién de este sistema de ecuaciones diferenciales,

conduce a las siguientes expresiones:

- A, (6-K;,) -at A4, (K3, -P) -t 25
A, —__E:E__—'e + = . e (25)
Ap"—“Ai'_IE_lz (e Pt-g-ot) (26)

donde a y B son las constantes hibridas de distribucién y

eliminacién, respectivamente y que sirven para reemplazar a otras
constantes:

a + B = K5 + Kyy + Kyp (27)

a . B =Ky . K (28)

Transformando la ecuacidén anterior en términos de

concentraciones, donde A, = V.,.C, siendo V_, el volumen aparente

de distribucidén del compartimento central, obtenemos:

A (oK) ar, B (K B) e
V.. (a-P) V. (a-p)

(29)

gque en forma simplificada, se puede expresar como:

C-A,.e7%t+a,. e bt (30)
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donde A, y A, son constantes empiricas.
La representacién semilogaritmica de la concentracioén
plasmatica en funcién del tiempo, suministra una curva

biexponencial de la forma que se muestra en la figura siguiente:

MODELO BICOMPARTIMENTAL DESPUES DE
LA ADMINISTRACION INTRAVENOSA

Conc. plagma (mcg/ml)

1.000

1090

1\ L " L 1 i 1 " 1 " 1 i ]

0 2 4 ] ] 10 12 14 16 18

Tiempe (h)

Figura 13

A partir de la pendiente de la fase exponencial terminal (-
B/2.303) se calcula la constante hibrida 8 y por tanto la
semivida de la fase de disposicién lenta tg, = 0.693/B. A partir
de la ordenada en el origen, A,, obtenida por extrapolacidn de
la fase rectilinea terminal y aplicando el método de 1los
residuales, se obtiene una linea recta de pendiente -a/2.303 y
ordenada en origen A;. A partir de o, podemos calcular la

semivida de la fase répida de distribucién t,, = 0.693/a.
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En la préctica estos valores de a, B, A, Yy A, se obtienen
con la ayuda de programas de regresién no lineal por minimos
cuadrados. A partir de estos valores, se pueden calcular una

serie de parametros farmacocinéticos que definen este modelo:

A
- = _ (31)
1111+A2
AJ.E+A2.G
Ky (32)
* A +4,

K -i’.ﬁ (33)

10 K21
Kj,=a+B-Ky-K, (34)
AUC—ﬁ-pé {(35)
a P

La constante de disposicién de la fase lenta 8, se refiere
Unicamente a la eliminacidén del fé&rmaco inalterado, por lo que
si hay‘simulténeamente procesos de metabolismo, se deben tener
en cuenta para realizar un calculo fiable de la eliminacién.

En estos casos es mas fiable caracterizar este proceso de
eliminacién mediante el aclaramiento (CL = VP.B).

En este modelo ademis del volumen de distribucién aparente
del compartimento central (V_.), podemos calcular el volumen de
distribucidén tisular (Vb), a partir del volumen de distribucidén

total (V) y del area bajo la curva AUC:
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Vo =V, + V Vy = Dosis/AUC (36)

3.4.2.2.~- EXcrecidn urinaria después de la administracidn i.v.

Ootra forma de calcular los parametros farmacocinéticos de
un fArmaco, que se ajusta a un modelo bicompartimental, es a
partir de los datos de excrecidn urinaria.

La constante de velocidad de eliminacién del compartimento
central (K;g5), es la suma de las constantes de velocidad
individuales que caracterizan a los procesos de eliminacidn, es
decir K,5 = K,” + K;, siendo K,” la constante de velocidad de
excrecién renal y K; la suma de todas las constantes de velocidad

de eliminacidon de los procesos no renales. La velocidad de

excrecidn urinaria del farmaco inalterado se expresa como:

dA, .
=K, .A

37
Tt (37)

c

donde A, es la cantidad de fédrmaco inalterado eliminado en la
orina en el tiempo t y A_. es la cantidad de farmaco en el
compartimento central en dicho tiempeo t. Sustituyendo A_ por la

expresion determinada en el apartado anterior, obtenemos:

dA.._ K, A, (a-K,,) Le-tty I_{uén(_}'(zl,;m _e-bt {38)
dt a-p x-p
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que en forma simplificada se puede expresar como:

da, . .
=4, .e %44, e bt (39)
dt 1 2
Si representamos graficamente la velocidad de excrecién del
farmaco inalterado en funcion del tiempo, obtendremos una curva
biexponencial, de la cual, podemos obtener los valores de A7,
A,”, ay B, y a partir de estos valores los de K,” v K,; a partir

de las expresiones:

A, .P+4, .«
K- PrAs . (40)
:;1 ;;2
k- Ptt (41)
2

El aclaramiento renal (CLy), vendrd dado por la expresidn:

CLR—E—A“C—-—-—{EE-E-"—&&—KH’. v, (42)
3.4.2.3.- Administracién oral
Cuando el medicamento se administra por via oral, tendremos
gque tener en cuenta la fase de absorcién (proceso de primer
orden) previa a la fase de disposicién de acuerdo a un modelo
bicompartimental. La funcidén de disposicidédn es idéntica a la
determinada para la administracidédn intravenosa y por tanto la

cantidad de farmaco en el compartimento central vendra dada por

la siguiente ecuacidn:
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A - Ka.F.Ao(a-KZI) .e_¢t+ Ka‘F'Ag (Kg:-gz .e“ﬁtq. KE'F'AQ(KZJ:.{(B_) -K‘t
€ a-p a-p (a-K,) . (B-K,)

(43)

donde K, es la constante de velocidad de absorcién, A, es la
dosis administrada y F es la fraccién de dosis absorbida.

Expresando la ecuacidén anterior en términos de concentracién

tenemos:
- W ety j:a'f 'HO (j;;l._'ﬂ) . e-—pt+ R;z 'HO (1:21_1:31 . e--’f.t
Dg(R;—a)(a-B) V(K ,-PB) («-P) V;(a—K;).(B—R;)

(44)

Como en los casos anteriores, la representacidén grafica del
logaritmo de la concentracién en funcidn del tiempo, suministra
en este caso una curva triexponencial, del tipo del gque se

muestra en la figura siguiente:

MODELO BICOMPARTIMENTAL
ADMINISTRACION ORAL

Conc. plasna (mcg/ml)

l.000

100

10

0 2 [} [ 1 10 1z 14 is 18 20 22 24

Tiempo (h)

Figura 14
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El an&dlisis de dicha curva mediante regresién no lineal por
minimos cuadrados (mediante un programa de ordenador), suministra
los valores de K,, « y B. Otros métodos manuales para el calculo
de la constante de velocidad de absorcién son los descritos por
Loo y Riegelman (1968) y el basado en la determinacidn previa del
grado de absorcidn, segln una modificacién del método de Wagner
y Nelson (1963). Generalmente, para el analisis completo de este
modelo se estudia previamente la fase de disposicién mediante una
administracidén intravenosa y luego conocidos los paréametros de
eliminacién se estudia la fase de absorcién mediante una
administracién oral.
3.4.2.4.- Excrecidn urinaria después de una administracidén oral

El tratamiento matematico que se sigue para el estudio de
la excrecién urinaria tras una administracién oral con absorcidn
de primer orden segGn un modelo bicompartimental, es el mismo que
el descrito en el caso de la administracidon intravenosa. En este
caso la velocidad de excrecidédn urinaria del farmaco inalterado

se puede definir segin la ecuacién general:

(45)

sustituyendo A, por la ecuacibén descrita en el punto anterior,
tendremos que:

Ka.Ku’(a—K21) sty (K21_B)
o (K,-a) (a-p) p(K,-P) (a-P) ~

ePt

(K21—Kd) _ -Kat]

A~A;[1- + K {a=p) - (P-K) .e

(46)
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donde A,” es la cantidad de farmaco inalterado excretada en un
tiempo infinito.
3.4.3.- MODELOS8 MULTICOMPARTIMENTALES

Los modelos multicompartimentales van siendo de interés a
medida que los métodos analiticos mejoran y son tGtiles para
describir las curvas de concentracién-tiempo mas complejas. De
acuerdo a lo anteriormente expuesto un modelo tricompartimental
se puede considerar como un compartimento central gque esta
conectado de forma reversible con otros dos compartimentos
periféricos, y donde 1la eliminacidén se produce desde el

compartimento central, de acuerdo al sigquiente esquema:

K
Kio | COMPARTIMENTO 2 COMPARTIMENTO
CENTRAL PERIFERICO 3
K}
K12 K21
COMPARTIMENTO
PERIFERICO 2
Figura 15

La ecuacidén que define este modelo tras una administracién

intravenosa ripida sera:

C=-P.e ™t+A g% t+B. bt (47)
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en donde:

_ A (K —m) .« (Kyy-%)

S ey w3 (48)
A-‘Avg(n:a).(a:ﬂ) (49)
B A (K -B) . (Ky,-B) (50)

V. (R-B). (a-B)
a+B+m=K, ,+K ,+K ,+ K, +K;, (52)
. Pra.meP =K K+ K, Ky v Ko Koy v Ky Koy Ky K, (53)
. B.n=K,. K. Ky, (51)

Los coeficientes P, A y B, y los exponentes a, B y 7, se
pueden estimar de 1la representacién logaritmica de 1la
concentracién plasmatica frente al tiempo. Resolviendo el sistema
de ecuaciones de las férmulas anteriores, se pueden calcular las
diferentes constantes de velocidad.

En la bibliografia existen varios ejemplos de farmacos, cuya
farmacocinética se ha explicado a través de un modelo
tricompartimental: Digoxina {Doherty, 1967), Tubocurarina

(Gibaldi, 1972) y Diazepam (Kaplan, 1973).
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3.4.4.~ MODELOS8 NO COMPARTIMENTALES: MOMENTOS ESTADISTICOS

La teoria de los momentos estadisticos, aplicada desde 1956
en otras Aareas de la ciencia como en ingenieria quimica (Aris
1956 y Humﬁelblau 1968) y en cromatografia (Yamaoka 1974), ha
sido aplicada en farmacocinética para el calculo de los
parametros de absorcién, distribucidén y eliminacion.

La teoria de los compartimentos presenta algunas
deficiencias comoc son las mostradas por Wagner en 1976,
demostrando que modelos compartimentales diferentes se pueden
describir mediante el mismo nimero de términos exponenciales.
Ademds el namero de compartimentos es funcidén del tiempo de
muestreo, es decir que el modelo depende del disefio experimental.

Para solventar estos defectos se aplicdé la teoria de los
momentos estadisticos, y mediante integracio6n simple muestra en
conjunto, los parametros que definen la evolucidon de la curva
concentracién-tiempo.

Esta teoria se basa en considerar la curva de concentracién-
tiempo como una distribucidén estadistica cuyos momentos se

definen de la siguiente manera:

s,-[c. de-auc (54)
1]
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s;=[t.c.de-avme (55)
0
S,=[£*.C.dt=(t-MRT)?. C. dE (56)
[4]

donde C es la concentracién plasmitica, AUC es el area bajo la
curva y AUMC es el area bajo la curva del primer momento.

A partir de estos valores se puede calcular el tiempo medio
de residencia (TMR) y la varianza del tiempo de residencia (VTR)

de la manera siguiente:

AUC-5, (57)
S
MRT=-—1 (59)
SO
VvRT-2 - (51" (58)
So SO '

El tiempo medio de residencia, es andlogo a la semivida que
a su vez es funcién de la distribucidén y eliminacién. En el caso
de la administracién intravenosa rdpida es igual 1/K, siendo K
la constante de velocidad de eliminacidédn de primer orden. Asi
como la semivida representa el tiempo necesario para eliminar el
50 % de la dosis, el tiempo medio de residencia representa el

tiempo para eliminar el 63.2 % de la dosis.
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En términos no compartimentales K es sustituida por K°, que
representa la relacién entre el aclaramiento y el volumen de
distribucién.

En el caso de la administracién oral, la fraccidn de dosis
absorbida, es decir que alcanza la circulacién sistémica, se
calcula por comparacidén de las AUC obtenidas después de una
administracién oral e intravenosa de igqual dosis. La velocidad
de absorcidén se puede estimar con el paré@metro tiempo medio de
absorcién (MAT), que se define como la diferencia de tiempos

medios de residencia por via extravasal e intravenosa:

1.V,

MAT-MRT, -MRT, (60)

En el caso de gque la absorcidén sea de primer orden el tiempo
medio de absorcidén (MAT) es igual a la inversa de la constante

de absorcién y la semivida viene dada por 0.693 x MAT.

Para la curva de velocidad de excrecidn urinaria frente al

tiempo, se pueden definir los momentos estadisticos de igual

forma:

s.= ¢ Puy . de (61)
0

dt
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y da

s,-[e. (=2).dt (62)
Je 22

P da
s,=fe2. ¢ ) .dt (63)
0

y a partir de estos valores se calculan:

A;=S, (64)
Sl
MRT, =% 65
g (65)
g 2
VRT—i-(——l-) (66)
5, 5,

donde A,” es el &rea bajo la curva que representa la cantidad de
farmaco excretada en orina, MRT, el tiempo medio de residencia
Y VRT, la varianza del tiempo de residencia.

El aclaramiento CLg, se puede definir como la constante de
proporcionalidad entre la velocidad de eliminacién y 1la
concentracién, por lo tanto tenemos que:

dA

—U_CL,. 67
= ~CLz: C (67)
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AT=CLy,. AUC (68)
MRT ~MRT (69)
VRT,~VRT (70)

El momento estadistico S5 se utiliza para la determinacidn
de la cantidad de farmaco absorbido y para calcular el

aclaramiento, ya que es igual a la relacidn entre la dosis

intravenosa y el area bajo la curva:

_Dosis
AUC

CL (71)

Este procedimiento de los métodos estadisticos permite el
cdlculo de un volumen de distribucién independiente de 1la
eliminacidon del farmaco (Benet 1979 y Oppenheimer 1975). El

volumen de distribucién viene dado por:

AUMC
(AUC) 2

V=Dosis. (72)

3.4.5.- BIODISPONIBILIDAD

La bicdisponibilidad ha sido definida como la medida de la
cantidad de farmaco, de la dosis administrada, que alcanza la
circulacién sistémica y de la velocidad con que esto ocurre

(Committee on Biologic Performance of Drug Products, 1972). En
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el caso de dosis tnicas, la velocidad de absorcidn puede ser el
parametro farmacocinético mAs critico. Si la velocidad de
absorcién es muy rapida puede provocar reacciones adversas. En
el caso contrario de que la velocidad de absorcidn sea muy lenta,
puede que no se alcancen los niveles plasmiaticos suficientes para
producir la respuesta farmacoldgica deseada. Por lo tanto, el
control de la velocidad de absorcidn y por tanto de la velocidad
de biodisponibilidad es de suma importancia.

El concepto de biodisponibilidad fue introducido por Oser
en 1945 definiendo el término de biodisponibilidad fisiolégica;
sin embargo, otros autores definen la biodisponibilidad como la
facilidad de acceso del farmaco a los receptores (Chasseaud,
1974) .

Los factores que condicionan la biodisponibilidad de un
farmaco son: la cantidad y la velocidad de cesidén del farmaco
desde su forma de dosificacidn, y el llamado “efecto de primer
paso", pues s6lo una parte de la dosis administrada alcanza la
circulacién sistémica. Por ejemplo, después de una administracién
oral, el farmaco debe liberarse de la forma de dosificacién
(cdpsula, comprimido, disolucién, etc.), debe ser estable en los
fluidos gastro-intestinales, debe pasar a través de la pared
gastro-intestinal a 1la circulacién sistémica y finalmente

atravesar el higado sin ser significativamente metabolizado.

3.4.5.1.- Determinacidon de la biodisponibilidad absoluta
Se llama biodisponibilidad absoluta a la fraccidén de dosis

gue alcanza la circulacién sistémica. La mejor forma de
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determinarla es comparando los niveles plasmaticos o de excrecién
urinaria después de una dosis oral, intramuscular, etc., con los
niveles plasmiaticos o en orina después de una administracién
intravenosa (100 % biodisponible).

Esta comparacioén se efectila a través de las correspondientes
dreas bajo las curvas de concentracién-tiempo gue, como hemos
dicho, representan la cantidad de farmaco que ha alcan:zado la

circulacidén sistémica:

- AUCoral
AUC

i.v.

(73)

En el caso de que la dosis administrada por via oral e
intravenosa no sea la misma, este cociente de A&reas ' debera

referirse a la relacidédn de dosis administrada:

AUC,,,,;.Dosis;

AUCs—Posis;

ora

(74)

En el caso de un farmaco que se elimine inalterado en
cantidades suficientes en orina, la biodisponibilidad (F) se

puede calcular como sigue:

7 An Dosis; ..

(75)

Ayti.vy DoS18,, .;
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3.4.5.2.~ Determinacién de la biodisponibilidad relativa

Una de las formas de validar una nueva forma farmacéutica
es mediante la determinacién de la biodisponibilidad relativa.
Consiste en la comparacién de las cantidades de farmaco absorbido
con una forma farmacéutica estdndar y de las cantidades de
farmaco absorbido utilizande la nueva forma farmacéutica. Para
ello se administra el estdndar y se determina la cantidad
absorbida a través del AUC de la curva de concentracidn-tiempo;
después se repite la operacidén con la nueva formulacidén vy
comparando las @&dreas bajo la curva se determina 1la

biodisponibilidad relativa:

(AUC) problema ( 76 )

F -
AU

Empleando los datos de excrecidn urinaria, el procedimiento
seria el mismo y el valor de la biodisponibilidad relativa vendra

dado por:

F - (Ay) problema (77)

L&L_(m

En la mayoria de los estudios clinicos en vez del valor de

egtand.

la biodisponibilidad se utilizan los valores de Cy,, V t .., que
son la concentracién méxima alcanzada y el tiempo al que se

detecta este maximo, respectivamente.

Hay muchos casos en los que el calculo de F empleando las
curvas concentracidn-tiempo es muy dificil; esto sucede cuando

las concentraciones plasmaticas del farmaco son muy peguefias y
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se encuentran en los limites de los métodos de analisis, o cuando
la semivida de eliminacidén es muy grande y requeriria tiempos de
muestreo excesivamente largos. En estos casos la determinacidn
de la biodisponibilidad empleandoc el método de los momentos
estadisticos presenta muchas ventajas.

Empleando la teoria de los momentos estadisticos, Riegelman
en 1980 propuso que la diferencia de tiempos medios de residencia
después de una administracién oral problema y de una
administracién de una disolucidén (acuosa © no), es equivalente
al tiempo medio de disolucidén (MDT) o velocidad de liberacién

media del farmaco a partir de la forma farmacéutica problema:

MDT-MTprobl ema —MTdisol ucién (78)

En el caso de farmacos que sean metabolizados rapidamente,
el calculo de F se puede hacer empleando las &reas bajo las
curvas de concentracidén-tiempo de los metabolitos, después de

administracidén oral e intravenosa.

3.4.5.3.- Alcance Yy limitaciones del concepto de biodis-
ponibilidad.

La medida de la biodisponibilidad constituye un excelente
procedimiento para la valoracidén de los medicamentosien sus
distintas formas de dosificacidén. Pero hay que tener en cuenta
las limitaciones que son debidas a dos causas: las desviaciones

de la ley de proporcionalidad de las areas y a la produccién de
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maximos ineficaces.

Para farmacos que sufren biotransformacidon apreciable en el
higado, las Areas bajo las curvas intravenosa y oral pueden no
ser iguales ain en el caso de gue la absorcidn por via oral sea
del 100 %. Harris y Riegelman en 1969 demostraron que las curvas
de niveles plasmaticos correspondientes a dosis idénticas de
dcido acetilsalicilico abarcan un &rea mayor si se administra
oralmente que si se administra intravenosamente. Esto es debido
a que sufre una elevada metabolizacidén al pasar por el higado.

En general, el cdlculo de la biodisponibilidad esta indicado
si se consiguen en las distintas formas de dosificacién
ensayadas, los efectos farmacolégicos deseados y durqnte el
tiempo necesario. Si no es asi, el cdlculo es improcedente. Es
decir, que si dos curvas de niveles plasmiaticos tienen el mismo
area peroc una de ellas no scbrepasa el nivel eficaz, el cdlculo
de la biodisponibilidad del farmaco en la forma correspondiente
a esta dltima no tiene ningin valor préactico.

Teniendo en cuenta esto el Committee on Biologic Performance
of Drug Products (USA) en 1972, en la definicién que dio de
biodisponibilidad incluye la necesidad de la presencia de un
maximo eficaz en la curva de nivel plasmatico y la existencia de

un grado de liberacidén o absorcién adecuado.
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4.- MATERIALES Y METODOS
4.1.- REACTIVOS
4.1.1.- Elgodipina Clorhidrato

La Elgodipina Clorhidrato ha sido suministrada por los
Laboratorios Lebsa (Crta. de l'Hospitalet, 30 - 08940 Co%nellé,
Barcelona), con un grado de pureza superior al 98.8% y p%esenta
un tamafio de particula igual o inferior a 100 um.

En todos los estudios se ha utilizado el lote 8867.005,
nfimero de andlisis 090530, excepto en los estudios de
farmacocinética en rata por via intravenosa y oral en los que se
enplea el lote 8807.004, nimero de analisis 05089@. (Ver

boletines de andlisis en el anexo). |

4.1.2.- Elgodipina marcada con l4c

La ‘4c-Elgodipina (Lote 910606/89165) ha sido suministrada
por Isotopchim (Ganagobie-Peyruis 04310, Francia)}, y antés de su
uso tuvo que ser purificada por TLC para obtener una pureza
quimica y radioldégica superior al 98 % (ver boletin de apélisis
niimero 060191 en el anexo}.

Para su purificacién, se emplean placas de TLC (20 x}20, Gel
de Silice 60, 0.5 mm de espesor) que son sembradas en bahda con
una disolucidn de 4c-Elgodipina en Diclorometano (1 mCi %n 4 ml)
y son eluidas con una mezcla de Diclorometano/ Metanoi/icido
Acético (90/10/1). Una vez desarrollada la cromatopléca, se
revela por autorradiografia (Hyperfilm MP, Amersham). Utiiizando
la autorradiografia como plantilla, se delimita 15 zona

correspondiente a la l%4c-Elgodipina y se raspa la gel de{silice

para proceder a su extraccion con una mezc}a de
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Cloroformo/Metanol 80/20 (5x50 ml, 1 hora de agitacidn mecanica
y a temperatura ambiente). El extracto se filtra y se evapora a
segquedad bajo corriente de nitrégeno. Por Gltimo se procede al
andlisis quimico y radiocquimico que se refleja en el boletin de

anadlisis (ver anexo).

4.1.3,~ Otros reactivos

El resto de los reactivos y disolventes utilizados en los
diferentes estudios han sido de calidad "para an&lisis" o de
calidad HPLC y fueron suministrados por Scharlau, Merck, SDS,
Riedel-de~Haén y DuPont. Especial mencién merecen los siguientes
reactivos: solubilizador de tejidos y 1liquido de centelleo
(Solvable Dupont Cat. N2 NEF-910 y Dupeont Cat. N2 NEF-898
respectivamente), reactivo de Bradfor para la valoracién de
proteinas (Bio-Rad, 500-0006), AlblGmina de suero bovino (Sigma
A-2153), membranas de didlisis (DIACHEMA Ref. 10.17, Molecular
weight cut-off: 10000, diametro: 63 mm) Yy conos de
ultrafiltracién (AMICON Ref. CF 25, Molecular weight cut-off:
25000) .

Como esténdar interno para el anélisis de HPLC, se utiliza
Oxodipina, suministrada por los Laboratorios Lebsa.

El agua empleada en todos los estudios, se obtuvo de un

desionizador con una resistividad igual o inferior a 0.1 uS/cm?.
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4.2.- MUESTRAS BIOLOGICAS
Las muestras de plasma se aislan por centrifugacidén (15
minutos a 2500 rpm) de las muestras de sangre obtenidas por
puncién cardiaca en las ratas y de la vena cefdlica o safena en

los perros.

4.3.~ APARATOS

Para el analisis de Elgodipina sin metabolizar en plasma,
se emplea un cromatégrafo de HPLC. El1 sistema de HPLC esta
equipado con una bomba de alta presién (LC-9A, Shimadzu), un
inyector automdtico (WISP-710B, Waters, Millipore), un detector
de fluorescencia (RF-535, Shimadzu) y una columna de acero
inoxidable (25 cm de longitud y 4,0 mm de didmetro interno),
empaquetada con Spherisorb SI de 5 um de tamafio medio de
particula. Los cromatogramas se registran en un integrador (740
Data Module, Waters, Millipore).

Para el an&dlisis de la Elgodipina nmarcada se emplea un
contador de centelleo liquido {1214 RackBeta, LKB) conectado a
un ordenador (M-480, Olivetti) para la recogida de datos y un
cromatégrafo de liquidos equipado con bomba SP-8810
SpectraPhysic, inyector Rhecdine de 10 ul, detector de
radioactividad Betacord LKB-1208, detector de UV SPD-6A Shimadzu,
y registrador integrador Data Jet SpectraPhysic.

Para el estudio de unién a las proteinas plasmiticas, se
emplean unas células de didlisis de metacrilato con dos camaras

de 5 ml de capacidad, cada una y con una superficie de didlisis

de 4.9 cm?.
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Otros aparatos empleados y de uso mas generalizado son:
balanza analitica Mettler AJ100, espectrofotémetro de UV-Vis
(Shimadzu 160A), estufa Heraeus D-6450, centrifuga Labofuge GL
Heraeus Sepatech, bafio de ultrasonidos Pacisa, agitador rotativo
Stuart STR-4, evaporador-concentrador SpeedVac SVC~100, Savant

y baho de agua termostatizado y con agitacién (Haake SWB 20).
4.4.- FORMAS FARMACEUTICAS ADMINISTRADAS

4.4.1.- Administracién intravenosa, en ratas, de Elgodipina
Clorhidrato.

Para la administracidén intravenosa a las ratas, la
Elgodipina Clorhidrato (40 mg) se disuelve en 5 ml de Etanol con
la ayuda de un bafio de ultrasonidos a temperatura ambiente; luego
se diluye hasta 100 ml con agua para inyectables. La solucién se
prepara diariamente. La concentracidtn final administradg es de

0.4 mg/ml.

4.4.2.~ Administracién oral, en ratas, de Elgodipina
Cleorhidrato. {

Para la administracién oral a las ratas, la Elgodipina
Clorhidrato (200 mg) se suspende en 50 ml de una mezcla de

carboximetilcelulosa 0.5% y Tween 80 1% . La concentracién final

administrada es de 4.0 mg/ml.

4.4.3.- Administracién intravenosa, en ratas, de 14C—Elgodipina
La disolucién de %c-Elgodipina para la administracién

intravenosa en ratas se prepara como se describe a continuacién:
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58 ml de la disoluciébn inicial de 14C—Elgodipina de
concentracidn quimica 43.48 ug/ml ¥y concentracién
radioactiva 5.13 uCi/ml (ver andlisis 060191), se evaporan
a sequedad bajo una corriente de nitrégeno.

A este residuo seco se le afiadieron 5.32 mg de Elgodipina
Clorhidrato (equivalentes a 4.98 mg de Elgodipina base) y
2.25 ml de Etancl 96. La disolucién resultante se mezcla
con 12.75 ml de tampdn citratos 0.025 M de pH 5.0

La disolucidén final contiene una concentracién radioactiva
real de 21.57 puCi/ml (concentracidn tedrica 19.83 uCi/ml)

y una concentracién quimica de 500 ug/ml.

La disolucién se almacena a 2-3°C y se comprueba

semanalmente por TLC para detectar cualquier posible variacidén

durante el estudio.

4.4.4.~ Administracién oral, en ratas, de !%c-Elgodipina

La disolucién de l4c-Elgodipina para la administracién oral
en ratas se prepara de la forma descrita en el apartado anterior
para la administracion i.v.

La disolucién se almacena a 2-3°C Yy se conmprueba
semanalmente por TLC para detectar cualgquier posible variacidn

durante el estudio.

4.4.5.- Administracién intravenosa a perros, de Elgodipina
Clorhidrato.
Para la administracidén intravencsa a los perros, la

Elgodipina Clorhidrato (60 mg) se disuelve en 3.9 ml de 'Etanol
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con la ayuda de un bafic de ultrasonidos a temperatura ambiente;
luego se diluye con 5 ml de PEG-300 y 11 ml de tampdn citratos
0.025 M de pH 5.0. La solucidn se prepara diariamente y el
volumen de solucifén inyectada es de 1 ml por cada 6 kg de peso.

La concentracién final administrada es de 3 mg/ml.

4.4.6.- Administracidén oral a perros, de Elgodipina Clorhidrato.
Para la administracidén oral a los perros, la Elgodipina
Clorhidrato se introduce en cipsulas de gelatina dura del niimero

3 sin ningin excipiente.

4.4.7.- Estudio de la unién a las proteinas plasmaticas.

Para el estudio de la unién de 4c-Elgodipina a 1las
proteinas plasmidticas se prepara una disolucién de la siguiente
manera:

Una alicuota de 5 ml de la disolucién inicial de 1l4c-

Elgodipina, que contiene 2.16 uCi/ml y 16.43 ug/ml, se

evapora a seguedad, bajo corriente de nitrdgeno, y se

redisuelve con 5 ml de metanol.

Una alicuota de 1 ml de la disolucidn metanélica anterior

se diluye con 10 ml de metanol, ocbteniéndose una

concentracién radioquimica de 0.216 uCi/ml y una

concentracién quimica de 1.643 ug/ml.

4.5.- ESTUDIOS GALENICOS DE LAS FORMAS FARMACEUTICAS
ADMINISTRADAS.
Con el fin de asegurar la inocuidad y la estabilidad fisica

y dquimica de las formas farmacéuticas no extemporaneas
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administradas, se realizaron diferentes estudios galénicos que

se describen a continuacién.

4.5.1.- Estudio galénico de la formulacién para la administracioén

p.o. en animales de laboratorio.

4.5.1.1.- Estudio de la estabilidad fisica.

La formulacién administrada por via oral consta de una
suspensién del principic active en un 'medio acuoso viscoso
compuesto por carboximetilcelulosa y Tween 80. Para poder obtener
una suspensién homogénea y estable se debe optimizar 1la
viscosidad del medio. Para ello se prepararon todas las posibles
combinaciones de tres carboximetilcelulosas de diferente grado
de polimerizacién (Fluka 21903 1000-1500 mPa.s, Fluka 21902 400-
800 mPa.s y Fluka 21900 90-200 mPa.s) a tres concentraciones
diferentes (0.2, 0.5 y 0.8 % p/v) y Tween 80 al 1 % v/v.

Sobre estas formulaciones se estudia la velocidad de
sedimentacién, 1la facilidad de resuspensidén y el grado de
floculacién.

La formulacidn elegida es la compuesta por la
carboximetilcelulosa de viscosidad media (Fluka 21902f a una

concentracidén del 0.5 % p/v y Tween 80 al 0.5 % y al 1 % v/v.

4.5.1.2.~ Estudio de la estabilidad quimica.

Con el fin de estudiar 1la estabilidad quimica de 1la
formulacién se somete a diferentes condiciones de temperatura
durante 7 dias (-20°C, 2-3°C y 20-25°C). Al cabo de este periodo,

se valora el contenido de Elgodipina espectrofotométricamente,
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se estudia la evolucidn del tamafio de particula, se investiga la
posible presencia de productos de degradacién por TLC 'y se
estudia el grado de floculacién de la suspensidn.

Al final de este estudio se comprueba que la formulacién

puede ser almacenada a temperatura ambiente durante al menos 7

dias.

4.5.2.- Estudio galénico de la formulacidén para la administracién

i.v. en animales de laboratorio.

4.5.2.1.- Estudio de la estabilidad gquimica.

Para estudiar la estabilidad quimica de la formulacién, se
somete a diferentes condiciones (5 minutos a 120°C, 30 minutos
a 100°C, 24 horas a 80°C y 7 dias a 50°C). Al final de estos
tratamientos se procede a cuantificar el principio activo por
espectrofluorometria, se estudia la posible variacién del pH vy
se investiga la posible aparicidédn de productos de degradacién
mediante TLC y HPLC.

Al final de este estudio se comprueba que la formulacidn
puede ser almacenada a temperatura ambiente pues solo se aprecia

degradacién a temperaturas elevadas.

4.5.2.2.- Estudio de la inocuidad.

Para asegurar la inocuidad de la formulacién, se estudia la
isotonicidad de la formulacidén con la sangre, mediante un test
de resistencia globular. Como controles rutinarios de 1la

formulacién se comprueban la ausencia de pirdégenos, la ausencia
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de particulas, la esterilidad y se realiza el test de toxicidad

anormal en ratones.

4.5.3.~ Estudio de la estabilidad de las formulaciones con l%c-
Elgodipina.

Como medida de precaucidn, todas las formulacioﬂes que
contienen 14C—Elgodipina se mantienen a 0-3°C para prevenir
posibles degradaciones por radiolisis. Semanalmente en la
formulacidén se comprueba la ausencia de productos de degradacidn

mediante TLC y revelado por autorradiografia.

4.6.- ANIMALES Y CONDICIONES DE ESTABULACION
4.6.1l.- Ratas.

Se utilizan ratas adultas de raza Wistar (Charles River)
suministradas por Panlab (Barcelona). Antes de la administraciédn,
se mantienen durante 5 dias estabuladas (periodo de aclimatacion)
observandose diariamente para poder detectar cualquier sintoma
de enfermedad.

Las ratas se alimentan con una dieta controlada para
roedores de laboratorioc (UAR, Charles River, Panlab, Barcelona),
y se les permite libre acceso a la comida y al agua. Para la
administracién oral, se mantienen en ayunas durante 18 horas
antes y 6 horas después de la administracién.

Las ratas se estabulan en jaulas de policarbonato (Makrolon,
45%24%19 cm) con tapa de rejilla de acero inoxidable. Las
condiciones de estabulacidén durante los estudios son de 20-26°C,
40-88% de humedad relativa, fotoperiodos de 12 horas y 10

renovaciones de aire por hora.
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El ndimero de animales, sexo y peso utilizados en los diferentes

estudios se muestran en la siguiente tabla:

Tabla VI
Sexo, nlmero y peso de las ratas empleadas en los estudios
Sexo N° Peso medio(qg)

* Dev.Est.
Estudio de la farmacocinética d 63 221 + 10
de Elgodipina HC1.
Administracién i.v. Q 62 195 * 15
Estudio de la farmacocinética g 56 241 + 11
de Elgodipina HC1.
Administracién p.o. @ 58 217 £ 11
Estudio de la farmacocinética d 6 232 *+ 14
de 14c-Elgodipina. = '
Adninistracién i.v. Q 6 217 * 14
Estudio de la farmacocinética d 6 244 + 8
de l4c~Elgodipina. — ,
Administracién p.o. Q 6 211 * 10
Estudio de la tasa de excre- o] 4 307 = 5
cidén en heces y orina de 4o
Elgodipina. Admon. i.v. Q 4 223 + 5
Estudio de la tasa de excre- o) 4 274 + 5
cién en heces y orina de %c-
Elgodipina. Admon. p.o. Q 4 214 * 2
Estudio de la tasa de excre- o) 4 282 * 10
cién biliar de l#c-Elgodipina. '
Administracion i.v. Q 6 243 7
Estudio de la tasa de excre- o4 6 266 * 19
cién biliar de l4c-Elgodipina.
Administracién p.o. Q 5 224 + 7
Estudio de la distribucidn d 21 285 * 12
tisular de l4c-Elgodipina.
Administracién i.v. Q 21 247 £ 19
Estudio de la distribucién (o 21 270 £ 15
tisular de 4c-Elgodipina.
Administracién p.o. Q 21 229 £ 10
Estudio del paso de la barrera
placentaria de %c-Elgodipina. Q 11 348 * 26
Administracién i.v.
Estudio del paso de la barrera
placentaria de '%C-Elgodipina. Q 9 308 + 36
Administracidén p.o.
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Los animales dosificados con %Cc-Elgodipina para los
estudios de la farmacocinética y para la tasa de excrecidn en
heces y orina, fueron aprovechados para los tiempos de 48 y 120

horas post-dosis en los estudios de distribucién tisular.

En los estudios con 1%C-Elgodipina y con el fin de facilitar
la toma de muestras repetidas de un mismo animal, se les implanté
un catéter en la aorta abdominal de la forma que se describe a
continuacidn :

5 dias antes de la administracién, los animales se
anestesian con 65 mg/kg de Pentobarbital Sédicce (Nembutal,
Lak. Serva) por via intraperitoneal y 0.05 mg/kg de
Atropina (Atropina Palex 1 mg/kg, Lab. Palex) por via
subcutanea, para implantarles un catéter en la arteria
aorta abdominal. El1 catéter estd compuesto por dos
segmentos de tubo de polietileno PE 10 y PE 20 (Cay Adans,
New Jersey. USA), de acuerdc al método descrito por Weeks
y Jones.

El catéter se dirige dorsalmente bajo la piel desde la
pared abdominal dorso-lateral, a nivel de la arteria renal,
hasta una 1incisién en a la altura de 1la nuca, dgue
previamente se ha realizado. Con la ayuda de dos
aplicadores de algoddn, se apartan las visceras abdominales
de la rata para que quede bien visible la aorta abdominal.
Se limpia la porcién de aorta situada entre la bifurcacién
renal e iliaca, de tejido conjuntivo y de grasa. La aorta
se perfora con una aguja semicircular de punta redondeada

y el extremo PE 10 del catéter se introduce en la aorta
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hasta que unos 10 mm de c&nula estén dentro. Se elimina el
nudo que colapsa la arteria y se fija el catéter firmemente
al misculo psoas.

Finalmente se suturan la capa muscular y la piel con
Supramid 2/0 y se espolvorean con Sulfanilaminda (polvos
Azol). Se administra, a través del catéter, una dosis de 5
mg/kg de Gentamicina (Gevramycin 80, diluido con suero
salinc) y se cierra con un tapdén de polietilenc PE 100.

Después de la operacién, las ratas se estabulan en jaulas

estandar de Makrolon (1 animal por jaula) y se continida el

tratamiento con antibidtico durante tres semanas.

un
de
la

de

Para los estudios de la tasa de excrecién en heces y orina,

dia antes del estudio, los animales se estabulan en la sala
experimentacidén, en jaulas estandar de Makrolon. Después de
administracién los animales se estabulan en Jjaulas estéandar

metabolismo, de Makrolon (Tecniplast mod. 3M12D0-100), para

poder recoger separadamente orina y heces.

Para los estudios de la tasa de excrecién biliar, a los

animales se les implantd un catéter en el conducto colédoco de

la siguiente manera:

El dia de 1la administracién los animales fueron
anestesiados con é&ter dietilico, para proceder a la
cateterizacién del conducto colédoco. Para ello se practicd
una incisién longitudinal, de 4 &6 5 cm, a lo largc de la
linea alba, primero en piel y después en el mﬁséulo. Se

localiza el conducto colédoco y se aisla de la grasa gque lo
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rodea. Se liga con un doble nudo de hilc lo m&s distal
posible al higado y se insinda un nudo proximal al higado
para fijar, en su momento, el catéter que se introduzca.
Se hace un corte en bisel lo mi&s cerca posible de la
ligadura distal, entre ésta y el higado, y se introduce un
catéter de polietileno PE-10® (didmetro interior 0.28 mm,
diametro exterior 0.61 mm, Clay Adams), de unos 10 cm de
longitud y con la punta cortada en bisel. El catéter se
introduce aproximadamente 1-1.5 cm.

Una vez que la bilis fluya por el extremo libre del
catéter, se cierra el nudo que estaba insinuado paré evitar
que éste se salga. La bilis se recoge en un vial u otro
recipiente preparado al efecto.

Para evitar la excesiva pérdida de calor, al mantener el
animal anestesiado, la incisién del abdomen se tapa con un
algoddén o papel de filtro mojado con suero salino caliente
y se coloca sobre una manta eléctrica.

Como la experiencia se prolongara durante varias horas se
mantiene al animal bajo anestesia con 20 mg/kg de Ketamina
Clorhidrato (50 mg/ml Ketolar 50, Parke-Davis) y 5 mg/kg de

Xylazina (23.32 mg/ml Rompun, Bayer) intraperitoneal.

Para el estudio del paso de la barrera placentaria, se
emplean ratas prefiadas de 15 dias de gestacidn; las ratas se

controlan mediante anilisis microscépico de un "frotis" vaginal.
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4.6,2.- Perros. !

En el estudio con perros se utilizan dos machos (1#.4 kg y
13.5 kg) y dos hembras (10.1 kg y 11.4 kg) de raza Beagle. Los
animales son suministrados por Biocentre (Barcelona). Antes de
la administracién, se mantienen durante 3 semanas estébulados
(periodo de aclimatacién) observandose diariamente para poder
detectar cualquier sintoma de enfermedad.

Los animales se alimentan con una dieta controlada para
perros (SDB Interfauna, Barcelona), y se les permite libre acceso
a la comida y al agua. Para la administracién oral, se mantienen
en ayunas durante 16-18 horas antes y 6 horas después de 1la
administracién.

Las perros se estabulan en "boxes". Las condiciones de

estabulacidn durante el estudio son de 13-18°C, 46-72% de'humedad

relativa.

4.7.- FORMA DE ADMINISTRACION Y DOSIS
i
4.7.1.- Administracién i.v. en ratas de Elgodipina
Clorhidrato.
La Elgodipina Clorhidrato se administra intravenosémente a
las ratas mediante una inyeccidn ("bolus") en la vena ' caudal.

La dosis administrada es de 1 mg/kg.

4.7.2.~- Administracioén P.©. en ratas de Eléodipina
Clorhidrato.
La administracién oral a las ratas se realiza mediante una

sonda gastrica a una dosis de 10 mg/kg.
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4.7.3.- Administracién i.v. y p.o. en ratas de !%c-Elgodipina

La l4c-Elgodipina se administra intravenosamente, mediante
una inyeccién ("bolus") en la vena caudal y oralmente mediante
una sonda gastrica. En ambos casos la dosis es de 1 mg/kg (40
BCi/kg) .

En el caso del estudio de la tasa de excrecién biliar,
debido a que el animal se encuentra anestesiado, no pudo
administrarse la dosis de 1 mg/kg vya que se sumaban los efectos
hipotensores de la Elgodipina y del anestésico provocando 1la
muerte del animal; el estudio se realizé con una dosis de 0.5
mg/kg (20 pci/kg). Para simular la administracidén oral, los
animales se mantienen en ayunas 18 horas antes de 1la
administracién y la 1%c-Elgodipina se inyecta intraduodenalmente

en el lumen intestinal de la porcidén inicial del duodeno.

4.7.4.- Administracién i.v. a perros de Elgodipina Clorhidrato.
La Elgodipina Clorhidrato se administra intravenosamente a
los perros, mediante una inyeccién ("bolus") en la vena safena

de la pata a una dosis de 0.5 mg/kg.

4.7.5.- Administracién p.o. a perros de Elgodipina Clorhidrato.
Para la administracidén oral, se introduce la céipsula en la
boca y se espera hasta que el animal la traga. En este caso la

dosis administrada es de 10 mg/kg.
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4.8.- TOMA DE MUESTRAS

4.8.1.~ Estudio de la farmacocinética de Elgodipina Clorhidrato
en rata.

Después de la administracidén intravenosa u oral a las ratas,
y a tiempos predefinidos (0, 2, 5, 10, 20, 30 y 35 minutos, 1,
1.5, 3, 2, 4, 6, 8, 12 vy 24 horas) los animales se anestesian con
éter etilico y por puncidn cardiaca se toman 2-5 ml de sangre en
tubos heparinizados. Después de centrifugar a 3000 rpm durante
10 minutos, el plasma se separa de los componentes celulares de

la sangre y se almacena, en tubc de polietileno a -20°C hasta

el momento de su analisis.

4.8.2.- Estudio de la farmacocinética de 14c-Elgodipina en rata

Se toman muestras de sangre (0.2 ml), en Jjeringas
heparinizadas, de la canula implantada en Jla arteria aorta
abdominal, a los siguientes tiempos: 0, 5, 15 y 30 minutos, y 1,
2, 4, 6, 8, 12 y 48 horas después de haber realizado 1la
dosificacidn. Después de cada toma de muestra, a cada animal se
le inyecta un volumen igual de suero salino, con el fin de
mantener 1la volemia constante. Las muestras de sangre se
centrifugan en la misma jeringa a 3000 rpm durante 15 minutos;
alicuotas de 50 ul del plasma se procesan para el contaje por

centelleo liquido.
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4.8.3.- Estudio de la tasa de excrecién de 14C-Elgcdipina en
heces y orina de rata.

Después de la administracién, con los animales estabulados
en las jaulas de metabolismo (Tecniplast Mod. 3M12D0-100), se
colecta la orina a los siguientes intervalos de tiempo: 0-6, 6-
12, 12-24, 24-48, 48~72, 72-96 y 96-120 horas. Se mide el volumen
total de orina colectada y se toma una alicuota de 100-250 pl que
se procesa para el contaje por centelleo liquido.

Las heces se colectan a intervalos de 24 horas hasta un
maximo de 120 horas. La cantidad total de heces colectada a cada
intervalo, se seca con una lampara de IR y se pesa. Una vesz
secas, las heces se pulverizan para su homogeneizacidn y se toman

alicuotas de 50-100 mg para proceder a su andlisis por centelleo

ligquido.

4.8.4.- Estudio de la tasa de excrecién biliar de l%c-Elgodipina
en rata.

Después de efectuada la administracidén, la bilis se colecta
en tubos Eppendorf en periocdos de 30 minutos. Se mide el volumen
total excretado con jeringas de 1 ml y se toma una alicuota (2
X 100 ul) para ser procesada para su andlisis por centelleo

ligquido.

4.8.5.- Estudio de la distribucidén tisular de 14c-Elgodipina en
rata.

Las ratas, una vez dosificadas son devueltas a su jaula y
se sacrifican a los tiempos predefinidos (0.25, 0.5, 1, 2, 6, 12,

24, 48 y 120 horas), por inhalacién de éter etilico.



MATERIALES Y METODOS ' 72

Inmediatamente se les extrae toda la sangre posible por puncién
cardiaca.

Una vez sacrificados los animales, se les extraen Jlos
érganos seleccionados, que se lavan en. suerc fisiolégico, se
secan cuidadosamente y una pequefia parte de los mismos {(20-80
mg), exactamente pesada, y del mismo lugar en todos los'casos,
se destina para su preparacidédn y posterior contaje en centelleo
liquido.

El nimero de drganos y tejidos que se extraen, asi como la
zona de toma de muestras se especifican a continuacién:

- Bazo: Se pesa el bazo entero y se toma como muestra una
porcién de su extremo terminal.

- Vejiga urinaria: Se pesa la vejiga urinaria vacia entera y
se toma como muestra una porcién.

- Testiculo: Se pesa el testiculo ~derecho entero y como
muestra se toma una porcidn de la parte media.

-~ Ovario: El ovario derecho entero se pesa y se toma como
muestra.

- Rifidn: Se pesa el rifidon derecho entero y se toma como
muestra una seccidén transversal.

- Higado: El higado entero se pesa y se toma una porcidn del
l6bulo medio.

- Glandula salivar: Se pesa la glandula salivar derecha
entera y se toma como muestra una porciodn.

- Colon: Como muestra se toma una porcidn de colon préxima al
caecum.

- Glandula Harderiana: Una porcidn de la glandula harderiana

derecha se procesa como muestra.
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- Tejido adiposo: Como muestra se toma una porcidn de grasa
abdominal.

- Tiroides: Se toman como mnuestras los dos 1lébulos del
tiroides.

- Timo: Se pesa el timo entero y una porcién de su extremo
apical se toma como muestra.

- Yeyuno: Una porcidén del yeyuno, sin placas de Peyer se
procesa como muestra.

- Piel: Se toma como muestra una porcidén de la piel del
metatarso derecho.

- Tejido muscular: Una porcién del miasculoc de 1la pata
derecha, se toma como muestra.

- Pulmdén: Se pesan los dos pulmones y una porcidn del extremo
apical del pulmén derecho se toma como muestra.

- Corazdén: El1 corazdén entero se pesa y una auricula se
procesa como muestra.

- Cerebro: El cerebro entero se pesa y una porcidén de su
parte media se procesa como muestra.

- Estomago: Se pesa el estdmago entero Yy se toma como muestra
una porcidén que incluya parte pildrica y parte cardiaca.

- Médula Osea: Se parten las tibias y por aspiracién, con la

ayuda de una jeringa de 1 ml se toma la muestra.

4.8.6.- Estudio del paso de la barrera placentaria

L.as ratas prefiadas de 15 dias, una vez dosificadas son
devueltas a su jaula y se sacrifican a los tiempos predefinidos
(1, 4 y 24 horas), por inhalacién de éter etilico. Inmediatamente

se les extrae una muestra de sangre (5 - 10 ml) por puncidn
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cardiaca y una alicuota de 50 gl se transfiere a un vial de
vidrio para centelleo 1liquido. El resto de 1la sangre se
centrifuga a 3000 rpm durante 15 minutos y una alicuota de 100
4l de plasma se pasa a un vial de polietileno para centelleo
ligquido.

Inmediatamente después del sacrificioc se les extraen los
érganos seleccionados, que se lavan en suero fisiolégico y se
secan cuidadosamente.

El nimerc de drganos y tejidos que se extraen, asi como la
zona de toma de muestras se especifican a continuacidn:

- Utero: Como muestra se toma una porcidn del cuerno uterino
derecho.

- Placenta: Un trozo de placenta se pesa y Sse procesa CoOmo
muestra.

- Fetos: Cuatro fetos enteros, dos de cada cuerno uterino se
pesan y se procesan como nuestras.

- Ligquido amni6tico: Mediante una jeringa de 1 ml y a través
del saco amniético, se toma por aspiracién el 1liguido

amnidético. Una alicuota de 50 il se procesa como muestra.

4.8.7.- Estudio de la unidén de la l%c-Elgodipina a las proteinas
plasmaticas.

Alicuotas de plasma, tampdon y ultrafiltrado (500 ul) y las
membranas de didlisis enteras, se procesan directamente como

muestras.
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4.9.- PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA 8U ANALISIS

4.9.1.- Preparacidén de muestras de plasma para su anadlisis por
HPLC.

Las muestras de plasma en los estudios farmacocinéticos
realizados con Elgodipina sin marcar, antes de proceder a su
andlisis por HPLC, deben ser tratadas con el fin de eliminar
interferencias y aumentar la concentracién del analito.

Para ello una alicuota del plasma (0.5 - 1.5 ml) se
transfiere a un tubo de 10 ml de polipropileno y se mezcla,
mediante un Vortex, con 100 ul de una disolucién metandlica de
Oxodipina de 1 pug/ml (estandar interno) y 100 pl de una
disolucién 0.1 M de Hidréxido Sé6dico, previamente lavada con éter
dietilico. A continuacién se afiaden 4 ml de una mezcla 50/50 v/v
de n-hexano y éter dietilico, se tapa el tubo y se agita durante
10 minutos (agitador rotativo Stuart STR-4, U.K.). Después se
centrifuga (5 minutos, 3000 rpm) para separar la fase orgénica
de la acuocsa y con la ayuda de una pipeta se transfieren 3 ml de
la fase organica (superior) a un tubo de vidrio (12 x 75 mm).

La fase organica se evapora a sequedad con la ayuda del
evaporador SpeedVac SVC-100 (Savant, U.S.A.) y el residuoc se
redisuelve con 120 ul de la fase mévil utilizada en el HPLC.

La disolucidn final obtenida, se transfiere a un microvial
y una alicuota de 75 pul se inyecta en el sistema de HPLC;

Las disoluciones finales se pueden mantener hasta 24 horas

a 0 - 3°C, sin que se aprecie ninguna variacién.
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Los volimenes de plasma usados en el andlisis de HPLC son
variables, en funcién de la concentracién de Elgodipina que se

espera encontrar.

4.9.2.- Preparacion de las muestras de plasma y de iiquido
amniético para su andlisis por centelleo liquido.

Alicuotas de 50 @l de las muestras de plasma o liquido
amniético, se mezclan con 3.5 ml de liquido de centellec {Dupont,
Cat. N2 NEF-898) en vial de polietileno de 6 ml de capacidad y

se introducen directamente en el contador de centelleo liquido.

4.9.3.- Preparacidn de las muestras de orina para su analisis por
centelleo liquido.

Alicuotas de 100 =~ 250 ul de las muestras de orina se
mezclan con 3.5 ml de liquido de centelleo (Dupont, Cat. N2 NEF-
898) en vial de polietileno y se introducen directamente en el

contador de centelleo liquido.

4.9.4.- Preparacién de las muestras de heces para su analisis por
centelleo liquido.

En un vial de vidrio de 20 ml de capacidad, se pesa
exactamente una cantidad (entre 50 y 100 mg) de las muestras de
heces y se rehidratan con 200 pl de agua durante 1 hora a
temperatura ambiente. Después se digiere la muestra con 1.0 ml
de Solvable (Dupont, Cat. N2 NEF-910) a 50°C durante 24 horas.
Al final de la digestidn se procede a la decoloracidn, aﬁadiendo

200 ul de agua oxigenada (Merck, Art. 7210) y finalmente se
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mezcla con 15 ml de liquido de centelleo (Dupont, Cat. N2 NEF-

898).

4.9.5.- Preparacioén de las muestras de bilis para su andlisis por
centelleo liquido.

Alicuotas de 100 ul de las muestras de bilis se mezclan con
3.5 ml de liquido de centelleo (Dupont, Cat. N2 NEF-898) en
viales de polietileno de 6 ml de capacidad y se introducen

directamente en el contador de centelleoc ligquido.

4.9.6.- Preparacion de las muestras de sangre entera y de odrganos
para su andlisis por centelleo liquido.

Las muestras de tejidos (20 - 100 mg) y de sangre entera (50
1l) se digieren, en viales de vidrio de 20 ml de capacidad, con
0.5 ml de Solvable (Dupont Cat. N2 NEF-910) en una estufa
termorregulada a 50 * 1°C durante 24 horas. Después se procede
a la decoloracidén de las muestras digeridas con 0.2 ml de
perdxido de hidrégeno al 30 % (Perhydrol 30% Merck Art. N2 7210)
a 50°C durante 1 hora.

Una vez decoloradas se afiaden 10 ml de liquido de centelleo
(Dupont, cat. N2 NEF-898). En el caso de muestras de peso
superior a 150 mg, por ejemplo los fetos y la placenta, se
necesitaron 15 ml de liguido de centelleo para obtener una mezcla

homogénea.
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4.9.7.- Preparacién de las muestras procedentes del estudio de
unién a proteinas plasmaticas.

Las muestras procedentes del estudio de unidn a las
proteinas plasmiticas {(alicuotas de 500 ul de plasma, tampdn o
ultrafiltrado) y las membranas de didlisis enteras se mezclan,
en viales de polietileno de 6 ml de capacidad, con 4.5 ml de
liquido de centelleo (Dupont, Cat. N2 NEF-898) y se intrpducen

directamente en el contador de centelleo ligquido.

4.10.- PREPARACION DE ESTANDARES Y RECTAS DE CALIBRACION.

Con el fin de obtener rectas de calibracién que permitan por
interpolacidén la determinacién de las concentraciones de
Elgodipina en 1las muestras, se preparan estindares de
concentracidn conocida en plasmas blancos control de rata © perro
de animales que no han sido nunca tratados con Elgodipina. Para
poder abarcar todo el intervalo de concentraciones, se preparan
en dos intervalos: de 25 a 1000 ng/ml y de 1 a 100 ng/ml.'

Para el intervalo de 25 a 1000 ng/ml, se toman alicuotas de
0.5 ml de plasma blanco control y se ahaden 100 pl de las
siguientes disoluciones de Elgodipina Clorhidrato en metanol:
125, 250, 500, 1250, 2500 y 5000 ng/ml. De esta forma se obtienen
estandares de calibracién que contienen 25, 50, 100, 250, 500 y
1000 ng/ml de Elgodipina Clorhidrato en plasma.

Para el intervalo de 1 a 100 ng/ml, se toman alicuotas de
1.5 ml de plasma blanco control y se afhaden 100 pl de las
siguientes disoluciones de Elgodipina Clorhidrato en metanol: 15,

30, 75, 150, 375, 750 y 1500 ng/ml. De esta forma se obtienen
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estadndares de calibracién que contienen 1, 2, 5, 10, 25, 50 y 100
ng/ml de Elgodipina Clorhidratoc en plasma.

De igual forma se preparan muestras de concentracion
conocida en el intervalo de 7.5 a 750 ng/ml, que se utilizan como

controles de calidad.

4.11.~ DETERMINACION DE ELGODIPINA SIN METABOLIZAR EN PLASMA.

La concentracién de Elgodipina sin metabolizar en plasma se
determina mediante HPLC en condiciones isocriticas utilizando una
bomba LC~9A (Shimadzu) un inyector automatico WISP 710B (Waters,
Millipore) y un detector de fluorescencia RF-535 (Shimadzu),
operando a 375 nm y 425 nm como longitudes de onda de excitacidn
Y emisién respectivamente. Como registrador se utiliza un
integrador 740 Data Module (Waters, Millipore).

Se emplea una columna de acero inoxidable empagquetada con
Spherisorb SI (25 cm x 4.0 mm de diadmetro interno) de 5 um de
diametro medio de particula (Teknokroma, Barcelona).

La cromatografia se realiza en fase normal usando una fase
mdévil compuesta por 350 ul de hidréxido aménico al 33 %, 25 ml
de metanol, 25 ml de diclorometano y 370 ml de n~hexano. La fase
mévil se desgasifica en un bafio de ultrasonidos durante 5 minutos
Yy se bombea a un flujo de 1.2 ml/min.

En estas condiciones la Elgodipina y el estandar interno
(Oxodipina), presentan un tiempo de retencidédn aproximado de 7.5

¥ 9 minutos, respectivamente.
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4.12.~ ESTUDIO DE LA UNION A LAS PROTEINAS PLASMATICAS.

El estudio de la unién a las proteinas plasmé&ticas se
realiza mediante dos procedimientos: equilibric de diadlisis y
ultrafiltracién. A continuacién se describen los métodos

correspondientes a ambos procedimientos.

4.12.1.- Determinacidon del contenido de proteinas.
La determinacién del contenido de proteinas los plasmas se
realiza por el método de Bradford y en los dializados de los

plasmas por el método de microandlisis de Bradford.
4.12.1.1.~ Preparacién de los reactivos.

El reactivo concentrado se diluye 1/4 con agua
desionizada y se filtra a través de papel Whatman N2 40.
Esta disolucién del reactivo debe utilizarse
inmediatamente. Para el método de microanalisis, se utiliza

el reactivo sin diluir.

4.12.1.2.- Preparacion de los estiandares de proteinas.

Se pesan exactamente 200 mg de Albimina de suero
bovino (Sigma A-2153) y se disuelven en 100 ml de agua
destilada. Alicuotas de 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 ml de esta
disolucién se diluyen a 10 ml con agua destilada, para
obtener disoluciones esta&ndar de 200, 400, 600, 800, 1000,
1200 y 1400 pg/ml respectivamente.

En el caso del microandlisis, se pesan 100 mg de

Albimina y se disuelven en 100 ml de agua destilada. Esta
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disolucidn se diluye 1 a 10 para obtener una concentracion
de 100 ug/ml en agua destilada. Alicuotas de 0.5, 2.5, 5,
7.5 y 10 ml de ésta Gltima disolucidén se diluyen con agua
destilada hasta 50 ml, para obtener disoluciones estandar

de 1, 5, 10, 15 y 20 ug/ml respectivamente.

4.12.1.3.- Preparacién de las muestras.
Alicuotas de 100 pl de los plasmas se diluyen a 10 ml
con agua destilada. Los dializados de 1los plasmas se

utilizaron sin ninguna dilucién.

4.12.1.4.- Procedimiento para 1la determinacién del
contenido de proteinas.

Se transfieren 0.1 ml (0.8 ml en el caso del
microandlisis) de las disoluciones esté&ndares y de las
muestras a tubos de ensayo. Como muestra blanco, se utiliza
igual volumen de agua desionizada.

Se afiaden 5 ml del reactive diluido (0.2 ml del
reactivo concentrado en el caso del microanalisis) a cada
tubo, se agitan y se dejan en reposo durante al menos 5
minutos. Transcurrido este tiempo se determina la
absorbancia a 595 nm utilizando la muestra blanco como
referencia.

(Todas las muestras se procesan por duplicado).

Representando los valores de absorbancia frente a las
concentraciones de las disoluciones est&ndar, se obﬁiene

una recta de regresidén de la que, por interpoclacién, se
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obtienen los valores de concentracién de proteina en las

muestras problema.

4.12.2.- Didlisis de equilibrio.

El proceso de dillisis se lleva a cabo en células de
metacrilato, que constan de dos camaras de forma cilindrica,
separadas por la membrana de dialisis. Cada camara tiene una
capacidad maxima de 5 ml y la superficie de didlisis es de 4.9

sz .

4.12.2.1.- Preparacion de las disoluciones estandar.

Se prepara una disolucidén de 2.25 mg/ml de Elgodipina
Clorhidrato en metanol y se diluye 1 a 100, para obtener
una disolucién de 22.5 ug/ml. De esta disolucidn se
efectiian las siguientes diluciones:

Tabla VII

Preparacién de las disoluciones estéandar
(didlisis de equilibrio)

.
Disolucidn | Volumen Elg.HCl Elg. base coédigo
22.5 pg/ml | Final [ Conc. | _ conc.

1.0 ml 50 ml 0.45 ug/ml 0.42 ug/ml EST-A
2.8 ml | 50 ml 1.26 pg/ml 1.18 pg/ml EST-B
6.3 ml 50 ml 2.83 ug/ml 2.65 pg/ml EST-C
| 17.0 ml | 50 ml 7.65 ug/ml 7.16 pg/ml EST-D
34.8 ml 50 ml | 15.66 pg/ml | 14.65 pg/ml EST-E

4.12,.2.2.- Preparacidén de las disoluciones de dialisis.
Las disoluciones de didlisis se preparan mezclando una

disolucién en metanol de]AC-Elgodipina (0.216 pci/ml, 1.643
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ug/ml) con las disoluciones estandar anteriores, de acuerdo

con la siguiente tabla:

Tabla VIII
Preparacién de las disoluciones de didlisis

Disolucién de Disolucidn Volumen de | Conc. Elg. en
14c_Elgodipina estandar plasma plasma

35 ul 165 ul1 MeOH 4.8 ml 11.50 ng/ml

35 ul 165 pl EST-A 4.8 ml 25.36 ng/ml

35 pl 165 ul EST-B 4.8 ml 50.44 ng/ml

35 pl 165 pl EST-C 4.8 ml 98.95 ng/ml

35 ul 165 pl EST-D | 4.8 ml 247.80 ng/ml

35 pl 165 pl EST-E 4.8 ml 494.90 ng/ml

4.12.2.3.- Preparacidén de las membranas de diidlisis.

Las membranas de dialisis (DIACHEMA Ref. 10.17,
Molecular weight cut-off: 10000, diametro: 63 mm) se
empaparon tres veces con agua desionizada durante 10
minutos y dos veces con tampén fosfatos 1/15 M pH 7.5

durante 15 minutos.

4.12.2.4.- Procedimiento.

Se sitllan las membranas de diilisis entre los dos
compartimentos de cada una de las células de di&lisis. Uno
de los compartimentos se llena con 5 ml de tampdén fosfatos
1/15 M pH 7.4, Yy el otro con 4.8 ml de plasma, 35 pl de la
disolucién de '%c-Elgodipina y 165 pl de las disoluciones
estadndar (Tablas VII y VIII). Como medida de control
inicial (t=0 h) se toma una alicuota de 500 pl de ambos

compartimentos y se determina la radiactividad.
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Las células de dialisis se introducen en un bafio

termostatizado a 37°C y provisto de una agitacidén suave

(una oscilacién completa cada 3 segundos) y se permite que

se establezca el equilibrio de didlisis a través de la

membrana durante 5 horas.

El método de ultrafiltracién se lleva a cabo utilizando unos

conos de ultrafiltracién (AMICON Ref. CF 25, Molecular CUT-OFF:

25000) .

4.12.3.1.- Preparacién de las disoluciones estandar.

Se prepara una disolucidén de 2.25 mg/ml de Elgodipina

Clorhidrato en metanocl y se diluye 1 a 100, para obtener

una disolucién de 22.5 ug/ml. De esta disoclucién se
efectlan las siguientes diluciones:
Tabla IX
Preparacion de las disoluciones estandar
{ultrafiltracidén)
Disolucién | Volumen Elg.HCl Elg. base cdéddigo
[ 22.5 pug/ml final Conc. Conc.
[ ——————e—— e e —— e — — i a—
1.0 ml 50 ml 0.45 ug/ml 0.42 pg/ml EST-A
2.8 ml 50 ml 1.26 upg/ml 1.18 pg/ml EST-B |
6.3 ml 50 ml 2.83 ug/ml 2.65 ug/ml EST-C
17.0 ml 50 ml 7.65 pug/ml 7.16 ug/ml EST-D
34.8 ml 50 ml 15.66 pg/ml 14.65 pug/ml EST-E
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4.12.3.2.~- Preparacion de las disoluciones de
ultrafiltracion.

Las disoluciones de ultrafiltracidon se preparan

mezclando una disolucién en metanol de 14c-Elgodipina (0.216

puCi/ml, 1.643 pug/ml) con las disoluciones esténdar

anteriores, de acuerdo con la siguiente tabla:

Tabla X
Preparacion de las disoluciones para ultrafiltracidén
Disolucidén de Disolucidn Volumen de | Conc. Elg. en
l4c-Elgodipina |  estdndar plasma _____plasma
10 ul 50 ul MeOH 1.5 ml 10.95 ng/ml
| 10 ul 50 pl EST-A 1.5 ml 24.95 ng/ml
10 pl 50 pl EST-B 1.5 ml 50.29 ng/ml
10 ul 50 ul EST-C 1.5 ml 99.28 ng/ml
10 pl 50 ul EST-D 1.5 ml 249.48 ﬁg/ml_
10 pl 50 pl EST-E 1.5 ml 499.28 ng/ml

4.12.3.3.~ Preparacidén de los cones de ultrafiltracion.
Los conos de ultrafiltracién se preparan
sumergiéndolos en agua desicnizada durante al menos una

hora.

4.12.3.4.- Procedimiento.

En tubos de vidrio (12 x 75 mm) se transfieren 1.5 ml
de cada una de las disoluciones de ultrafiltracidén. Como
medida de control inicial (t=0 h) se toma una alicuota de
500 ul de ambos compartimentos y se determina la

radiactividad.
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Los tubos se introducen en un bafio termostatizado a
37°C y provisto de una agitacién suave (una oscilacién
completa cada 3 segundos) y se permite que se establezca el
equilibrio durante 5 horas. Al final de este periodo, se
sitian los conos de ultrafiltracién en sus soportes y se
transfieren las muestras a su interior. Se centrifugan a
2000 rpm (siempre inferior a 1000 G) durante 15 minutos y
se mide la radiactividad en los ultrafiltrados. Como blanco
se procesa una muestra con agua desionizada y se utiliza

para la medida del fondo.

4.12.4.- Medida de la radioactividad.

Las muestras de tampdon, de plasma o de ultrafiltrados (500
1l) y las membranas enteras de didlisis, se mezclan, en viales
de polietileno de 6 ml de capacidad, con 4.5 ml de ligquido de

centelleo y se introducen directamente en el contador.

4.13.- DETERMINACION DE l4C-ELGODIPINA. MEDIDA DE LA REACTIVIDAD

La radiactividad de las muestras se mide con un contador de
centelleo liguido (1214 RackBeta, LKB). Se utiliza el método del
estandar externo para determinar la radioactividad absoluta con
relacién a wuna curva esténdar de extincidén, previamente

preparada.

El modo de contaje fue seleccionado para que el tiempo de
contaje fuera de 5 minutos o que se acumulasen 900000 cuentas y

cada muestra se mide tres veces.
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Cuando la radiactividad medida es inferior a dos veces el

ruido de fondo, se considera que no es detectable.

4.14.- TRATAMIENTO DE LOS DATOS

4.14.1.- Datos procedentes de los estudios cinéticos con producto
frio.

Los datos de los niveles plasmiticos obtenidos, se ajustan
a un medelc farmacocinétice adecuado por medio de un programa
iterativo de regresidn no-lineal por minimos cuadrados. El
programa utilizado es el desarrollado por Sheiner, L.B. K1981)
y llamado ELSFIT.

A partir del &rea bajo la curva de los niveles plasmiticos
y de los coeficientes y exponentes de la ecuacién suministrada
poer el programa de ajuste, se obtienen los valores dg los
diferentes parametros farmacocinéticos.

Por comparacién de los estudios por via oral con los
estudios por via intravenosa, se obtienen valores de la
biodisponibilidad absocluta del principio activo en la forma

farmacéutica administrada.

4.14.2.- Datos procedentes de los estudios cinéticos con producto
marcado.

Los valores de concentracidon gquimica equivalente se calculan
a partir de la radioactividad total de las muestras y de la
actividad especifica del producto administrado:

C (ng eq./ml) = C (dpm/ml) / Act. Esp. (dpm/ng)
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Una vez obtenidos estos valores de concentracidn, se realiza
el ajuste y el célculo de los parametros farmacocinéticos de la
forma indicada en el apartado anterior.

4.14.3.- Datos procedentes de los estudios de excrecidn.

Se determinan los porcentajes de dosis excretadas por
comparacién de la radioactividad total de las muestras y de
radioactividad total de la dosis administrada.

4.14.4.- Datos procedentes de los estudios de distribucién
tisular.

La radivcactividad medida en las muestras, es referida al
peso total del 6rgano o al volumen en el caso de muestras
liguidas (dpm/mg o dpm/ml).

Los valores de concentracidn quimica equivalente se calculan
a partir de los datos de radicactividad total medida en las
muestras y de la actividad especifica de la !%c-Elgodipina

administrada:

C (hg eq./ml) C (dpm/ml) / Act. Esp. (dpm/ng)

]

C (ng eq./q) C (dpm/mg) x 1000 / Act. Esp. (dpm/ng)

Los valores de distribucién en tejidos, en términos de
%¥dosis/g o ml de tejido, se calculan a partir de los datos
expresados como peso equivalente/g o ml y de la dosis
administrada:

C (% dosis/ml) = C (ng eq./ml) x 100 / dosis (ng)

C (% dosisfg) = C (ng eq./g) x 100 / dosis (ng)

Los valores de distribucién en tejidos también se exprésan
como % dosis/tejido, a partir de los valores de % dosis/g o ml

y del peso total del 6rgano o tejido:

C (% dosis/tejido) = C (% dosis/g o ml) x Peso tejido
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Finalmente se calculan 1las relaciones tejido/plasma,
comparando los valores de radiactividad en ambos.
4.14.5.- Datos procedentes del estudio de unidén a proteinas
plasmidticas.
Los porcentajes de unidén se calculan de la siguiente manera:
% unidén = (Cp-Cp) x 100 / Cg
Donde C; = Concentracién total de Elgodipina (unida + libre)

Cp = Concentracidén de Elgodipina libre

4.15.- CALCULOS ESTADISTICOS

Los valores individuales se agrupan y son expresados por su
valor medio, el error estédndar de la media (ESM) y el coeficiente
de variacidén (C.V.).

La comparacidén estadistica entre machos y hembra se efectia
mediante un andlisis de la varianza (ANOVA) multifactorial. El
nivel de confianza establecido fue del 95 %. Cuando el analisis
de la varianza muestra diferencias significativas, se procede a
un andlisis de comparacién miltiple por parejas mediante el test
de Sheffe. Los andlisis estadisticos se efectuaron con dos
programas, STATGRAF (Statistical Graphics Corporation, U.S.A.)
y SAS (S.A.S. Institute INC. Campus Drive, Cary, NC 27513,
U.S.A.).

Los estudios estadisticos han sido asesorados por CIBEST
(Centro de Investigacidn Bicestadistica, Chozas de la Sierra, 19-

22 A, 28002 Madrid)
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5.- RESULTADOS

S.1.- ESTUDIO DE LA FARMACOCINETICA DE ELGODIPINA CLORHIDRATO EN

RATA DESPUES DE ADMINISTRACION INTRAVENOSA.

Después de una administracidn Gnica de 1 mg/kg de Elgodipina
Clorhidrato por via intravenosa, se estudia la farmacocinética
analizando las concentraciones de Elgodipina sin metabolizar en
el plasma de las ratas tratadas.

Debido al pequefic tamafio de los animales y al volumen de
muestra necesitada para el an&lisis (0.5 a 1.5 ml de plasma} se
efectiia una extraccién de sangre por animal.

Los animales se dosifican de acuerdo a los puntos 4.4.1,
4.5.2, 4.6.1 y 4.7.1 descritos en el apartado de Materiales Yy
Métodos, empleandc un total de 63 machos (221 * 10 g) y 62
hembras (195 * 15 g).

Una vez dosificados se sacrifican a tiempos predefinidos (0,
2, 5, 10, 20, 30 y 35 minutos, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 12 y 24
horas), obteniendo 2-5 ml de sangre por puncién cardiaca. El
plasma obtenido se analiza de acuerdo a los procedimientos
descritos en los puntos 4.8.1, 4.9.1, 4.10 y 4.11.

Las siguientes tablas muestran las rectas de calibracidn
obtenidas con los diferentes intervalos de concentracidn
analizados y utilizadas para la determinacién de la concentracidn

de Elgodipina en plasma.
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Tabla XIX

Rectas de calibracion diarias de la relacidén de alturas de
pico de Elgodipina/Estidndar interno frente a la concentracidn.
Intervalo de 50 - 2000 ng/ml (0.5 ml de plasma)

Calibracién n. Ordenada en Pendiente r
el origen
1 0.2165 0.0041 0.9992
2 0.0297 0.0046 0.9997
Media 0.1231 0.0043
+ E.S.M. 0.1321 0.0003
c.V. (%) 107 7.8
Tabla XII

Rectas de calidbracidén diarias de la relacidén de alturas de
pico de Elgodipina/Estandar interno frente a la concentracidn.
Intervalo de 25 - 1000 ng/ml (1.0 ml de plasma).

Calibracién n. Ordenada en Pendiente r
el origen

3 0.0607 0.0080 0.9999

4 0.0072 0.0084 0.9984

5 0.0587 0.0081 0.9998

It

Media 0.0422 0.0082
+ E.S.M. 0.0214 0.0001

C.V. (%) 72 2.5




RESULTADOS

92

Tabla XIII

Rectas de calibracién diarias de la relacidén de alturas de
pico de Elgodipina/Esténdar interno frente a la concentracidn.
Intervalo de 1 - 100 ng/ml (1.5 ml de plasma).

Calibracién n. Ordenada en Pendiente r
el origen
1
6 0.0621 0.0123 0.9990
7 0.0970 0.0132 0.9982
8 0.0559 0.0129 0.9998
9 0.0899 0.0104 0.9922
10 0.0839 0.0107 0.9956
11 0.0696 0.0119 0.9998
12 0.0872 0.0168 0.9728
Media 0.0779 0.0126
+ E.S.M. 0.0063 0.0009
C.V. (%) 20 17
La siguiente tabla muestra los controles de calidad

analizados de forma aleatoria junto con las muestras.

Tabla XIV

Relacidén de los controles de calidad analizados

en serie con las muestras

Control Calidad Conc. tedrica Conc. analiz. | Recuperacidén

n. (ng/ml) (ng/ml) (%)

1 7.5 6.6 88.0

2 7.5 7.3 97.3

3 75.0 73.1 97.5

4 75.0 78.2 104.3

5 75.0 g82.7 110.3

6 75.0 70.0 93.3

Media 98.5

+ E.S.M. 3.2

C.V. (%) 8.0
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Las concentraciones de Elgodipina Clorhidrato en plasma de
rata encontradas después de una dosis Gnica de 1 mg/kg por via

intravenosa, se muestran en la siguiente tabla:

Tabla XV

Concentraciones de Elgodipina Clorhidrato en plasma de rata.
Administracién intravenosa de 1 mg/kg. Los resultados se
expresan como ng/ml.

TIEMPO MACHOS HEMBRAS

(h) Conc. Media + ESM Conc. Media + ESM
1 N.D. 1 N.D.
2 N.D. 2 N.D.

0 3 N.D. N.D. 3 N.D. N.D.
4 N.D. 4 N.D.
1 1496.35 1l 794.76
2 867.24 2 584.37

0.033 3 1079.47 1033.99 3 605.12 647.73
4 935.80 +124.96 4 609.03 +38.05
5 791.11 5 645.39
1 443.73 1 364.19
2 416.72 2 392.19

0.083 3 443.79 480.92 3 359.64 349.44
4 376.93 +61.85 4 273.91 *+19.89
5 723.43 5 357.25
1 ————— 1 254.82

0.167 2 388.58 362.16 2 276.61 246.10
3 322.02 +20.40 3 208.65 +14.18
4 375.87 4 244.34
1 229.00 1 192.34

0.333 2 241.58 246.77 2 227.05 215.17
3 276.62 +10.33 3 268.33 +20.96
4 239.90 4 172.95
1 108.11 1 -
2 103.77 107.21 2 108.73 108.34

0.5 3 109.95 + 1.80 3 87.09 +12.16
4 111.84 4 129.21
5 102.40
1 83.76 1 52.89

0.75 2 87.95 84.64 2 114.83 86.49
3 78.31 +2.36 3 94.84 +12.95
4 88.55 4 83.39
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TIEMPO MACHOS HEMBRAS
(h) Conc. Media * ESM Conc. Media * ESM
1 63.83 1 62.55
1 2 58.44 54.54 2 50.06 48.85
3 50.33 +4.08 3 41.45 +5.00
4 45.55 4 41.34
1 39.15 1 29.40
1.5 2 24.71 30.90 2 27.27 27.42
3 40.63 +5.32 3 23.58 +1.37
4 19.13 4 29,42
1 1¢.76 1 16.26
2 2 17.34 16.52 2 20.89 16.44
3 13.44 +1.34 3 13.24 +1.61
4 15.54 4 15.38
1l 7.25 1 5.28
3 2 4.13 7.39 2 10.30 +7.65
3 6.07 +1.70 3 9.63 *+1.34
4 12.11 4 5.41
1 5.04 1 3.95
4 2 3.47 5.86 2 4.61 5.14
3 12.28 +2.19 3 3.82 +1.03
4 2.67 4 8.17
1 3.17 1 4.11
6 2 4,72 3.14 2 3.58 3.96
3 2.24 +0.56 3 2.05 +0.83
4 2.42 4 6.09
1 3.62 1 N.D.
8 2 N.D. N.D. 2 N.D. N.D.
3 N.D. 3 N.D.
4 N.D. 4 N.D.
1 N.C. 1 N.D.
12 2 N.D. N.D. 2 N.D N.D.
3 N.D. 3 N.D
4 N.D. 4 —-———
1 N.D. 1 N.D.
24 2 3.58 N.D. 2 N.D N.D.
3 N.D. 3 N.C
4 N.C. 4 N.D.
N.C. = <2 ng/ml
N.D. = <1 ng/ml |

il

Muestra no analizada
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La representacién grafica de estos valores de
concentracién frente al tiempo se muestra en la grafica

siguiente:

NIVELES PLASMATICOS DE ELGODIPINA EN RATA
(1.v., 1 mg/kg)

Conc. (ng/ml)

10. 000 -
1.000
100
'

10

T ——tf

1 - T T T T T T

0 1 2 3 4 5 b 7

Tiempo (h)

—~Machos T Hembras

Figura 16

Como puede observarse se presenta un decaimiento bifasico
de la concentracién en funcidn del tiempo. Para comprobar si la
concentracidén plasmatica, como variable dependiente, esté
influenciada por 1los factores sexo y tiempo, se efectla un
tratamiento estadistico mediante un anédlisis de la varianza
(ANOVA) de dos vias. Este andlisis muestra diferencias
estadisticamente significativas (p<0.01) para ambos factores y
también para su interaccién. Como consecuencia de esto, se hace
un analisis de comparacidén miltiple de medias (Test de Scheffe)

en el «cual se compara cada grupo de concentraciones
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correspondientes a un tiempo con todos los demés. Este an&dlisis
muestra diferencias estadisticamente significativas desde los 5
a los 45 minutos. Es decir que durante los 45 primeros minutos,
fase rapida de disposicién, las diferencias de concentraciones
plasmaticas entre machos y hembras, son estadisticamente
significativas. Para tiempos superiores a los 45 minutos, noc se

observan diferencias entre ambos sexos.

Para el estudio de la curva concentracidn-tiempo, se realiza
un analisis de regresidn no lineal, mediante el programa ELSFIT.
Los datos experimentales se ajustan a un modelo bicompartimental
abierto, con eliminacién de primer orden desde el compartimento
central. Las ecuaciones obtenidas son las siguientes:

Machos: C = 503.79 e-2:2%02.t 4 318,37 70.2944.¢

I

Hembras: C = 358.01 e-1-9121.% 4+ 309,11 ¢70-1600.t

El 4rea bajo la curva (AUC) se calcula por integracion de
la curva conc.-tiempo. Con los coeficientes y exponentes de las
ecuaciones obtenidas y con el AUC se calculan los siguientes
parametros farmacocinéticos:

Ve, volumen de distribucidén del compartimento centrél

Vss, volumen de distribucién en el estado estacionario

CL, aclaramiento sistémico total

LW semi-vida de la fase « j

tin, semi-vida de la fase 8

MRT, tiempo medio de residencia

K;,, constante de velocidad de distribucién desde el

compartimento central al compartimento periférico.
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K,;, constante de velocidad de distribucidén desde el

compartimento periférico al compartimento central.

K,9, constante de velocidad de eliminacién desde el

compartimento central.

Estos paré&metros farmacocinéticos se calculan a partir de
las siguientes ecuaciones:

AUC = +

V¢

Dosis/ (A, + A,)

Vss = (Kyp + K;y) X Ve/K,,

CL

Dosis/AUC
t;i = 0.693/0

tys = 0.693/B

=
o
H

fl

AUMC/AUC

ot
:

(A;/a)2 + (A,/B)?

(A; X B) + (B, X B)

A, + A,

Kio a X B/Kyy

donde Al, A2, a y B son, respectivamente, los coeficientes y
exponentes de las ecuaciones de regresidn obtenidas.
Los valores calculados para estos parametros farmacociné-

ticos se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla XVI

Parametros farmacocinéticos de Elgodipina
después de una dosis i.v. de 1 mg/kg en rata

Parametro Machos Hembras
A, (ng/ml) 504.62 358.01
A, (ng/ml) 18.29 10.11

a (h~™1) 2.2902 1.9121
B (h™1 0.2944 0.1600
Dosis (mg) 0.221 0.195
ty, (h) 0.30 0.36
tya (h) 2.35 4.33
ve (1) 0.423 0.530
Vss (1) 0.851 1.533
AUC (ng.h/ml) 282.47 250.42
CL (1/h) 0.782 0.779
MRT (h) 1.09 1.97
K, (h™Y) 0.3692 0.3940
K,; (h™1) 0.3642 0.2081
Ky (h71) 1.8511 1.4700

Después de la administracidén intravenosa, las concentra-
ciones plasmaticas de Elgodipina decrecen rapidamente. A los 5
minutos de la administracién, se detectan 480.92 + 61.85 ng/ml
y 349.44 * 19.89 ng/ml en machos y hembras respectivamente. Dos
horas mas tarde, las concentraciones han decaido a 16.52 + 1.34
ng/ml para los machos y a 16.44 * 1.61 ng/ml para las hembras.
8 horas después de la administracidén las concentraciones
plasmaticas no son detectables (< 1 ng/ml).

La fase de disposicién rapida (a) decae con una semi-vida

de 0.30 h y 0.36 h para machos y hembras respectivamente; en la
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fase de disposicidn lenta (B) las semi-vidas encontradas son de
2.36 h para los machos y 4.33 h para las hembras.

Debido a 1los relativamente elevados volimenes de
distribucién encontrados, la Elgodipina se encuentra extensamente
distribuida en los tejidos.

La eliminacidn es rapida como puede deducirse de 1los
elevados valores del aclaramiento (CL = 0.783 1/h para machos y
0.779 1/h para hembras) y de los valores de las constantes de
velocidad de eliminacién (K;p = 1.8484 h™! para machos y 1.4700
h-1 para hembras). Sin embargo la eliminacién es un proceso nas
ripidc que la distribucién (K;5>K,, para ambos sexos).

Las concentraciones plasmAticas de Elgodipina inalterada
(sin metabolizar), después de 1la administracién i.v., son
estadisticamente diferentes entre los 5 y 45 minutos (post-dﬁsis)

para ambos sexos. Una vez superada la fase rapida de

distribucién, estas diferencias entre sexos no son apreciables.

5.2.- ESTUDIO DE LA FARMACOCINETICA DE ELGODIPINA CLORHIDRATO EN

RATA DESPUES DE ADMINISTRACION ORAL.

Debido al pequefio tamafio de los animales y al volumen de
muestra necesitada para el andlisis (0.5 a 1.5 ml de plasma) se
efectiia una extraccidén de sangre por animal.

Los animales se dosifican por via oral con 10 mg/kg de
Elgodipina, de acuerdo a los puntos 4.4.2, 4.5.1, 4.6.1 y 4.7.2
descritos en el apartado de Materiales y Métodos, empleando‘un

total de 56 machos (241 *+ 11 g) y 58 hembras (217 % 11 g).
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Una vez dosificados se sacrifican a tiempos predefinidos (0,
2, 5, 10, 20, 30 y 35 minutos, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 12 y 24
horas), obteniendo 2-5 ml de sangre por puncidn cardiaca. El
plasma obtenido se analiza de acuerdo a los procedimientos
descritos en los apartados 4.8.1, 4.9.1, 4.10 y 4.11.

Las siguientes tablas muestran las rectas de calibracidn
obtenidas con los diferentes intervalos de concentracién
analizados y utilizadas para la determinacidn de la concentracién
de Elgodipina en plasma y los controles de calidad analizados de

forma aleatoria junto con las muestras

Tabla XVII

Rectas de calibracidén diarias de la relacidén de alturas de
pico de Elgodipina/Estandar interno frente a la concentraciodn.
Intervale de 25 - 1000 ng/ml (1.0 ml de plasma).

Calibracién n. Oordenada en Pendiente r
el origen
5 0.1147 0.0082 0.9999
8 0.1297 0.0083 0.9996
10 0.0707 0.0082 0.9967
Media 0.1050 0.0082
+ E.S.M. 0.0177 < 0.0001

C.V. (%) 29 1
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Tabla XVIII

Rectas de calibracidon diarias de la relacidén de alturas de
pico de Elgodipina/Estandar interno frente a la concentracién.
Intervalo de 1 - 500 ng/ml (1.5 ml de plasma).

= 71
Calibracién n. Ordenada en el Pendiente r
origen
1 0.0607 0.0123 1.0000
2 0.0786 0.0124 0.9874
3 0.0510 0.0125 0.9986
4 0.0795 0.0122 0.9998
6 0.0661 0.0117 0.9977
7 0.0463 0.0141 0.9999
9 0.0538 0.0122 0.9983
11 0.0328 0.0112 0.9997
12 0.0232 0.0101 0.9963
Media 0.0547 0.0121
+ E.S.M. 0.0063 0.0003
C.V. (%) 35 9
Tabla XIX
Relacidédn de los controles de calidad analizados
en serie con las muestras
Control Calidad | Conc. tedrica Conc. analiz. Recuperac.
n. (ng/ml) {(ng/ml) (%)
1 75 73.14 97.6
2 75 74.98 100.0
3 40 37.76 94.4
4 75 79.05 105.4
5 125 128.99 103.2
6 400 408.18 102.0
7 75 72.34 96.5
8 125 131.09 104.9
9 75 60.64 80.9
10 400 385.08 96.3
11 375 351.28 93.7
12 750 702.46 893.7
13 125 108.44 86.8
14 150 151.93 101.1
15 125 129.76 103.8
16 125 139,07 111.3
Media 98.2
+ E.S.M. 1.9
C.V. (%) 7.6
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La siguiente tabla muestra los valores individuales y las
medias de las concentraciones de Elgodipina, a diferentes
tiempos, encontradas en el plasma de las ratas dosificadas con

10 mg/kg oralmente.

Tabla XX

Concentraciones de Elgodipina Clorhidrato en plasma de rata.
10 mg/kg p.o. Los resultados se expresan como ng/ml.

TIEMPO MACHOS HEMBRAS
(h) Conc. Media + ESM | Conc. Media + ESM
1 N.D. [1 N.D.
2 N.D. 2 N.D.
0 3 N.D. N.D. 3 N.D. N.D.
I 4 N.D. 4 N.D.
1 11.78 1 22.36
2 8.13 10.28 2 5.17 13.36
3 3.26 +3.58 3 18.36 +4.79
0.083 4 17.96 4 7.54
1 73.29 1 63.45
2 42.22 47.94 2 56.29 65.24
0.167 3 ————- +13.24 3 22.66 +22.95
4 28.40 |4 118.58
1 225.56 1 70.51
2 256.34 243.51 2 76.51 102.62
0.333 3 275.34 +15,68 R +29.16
4  216.80 4 160.85
1 25.32 1 270.36
2 114.11 70.07 2  370.78 225.26
0.5 3 64.65 +21.11 3 66.82 +75.13
4 76.22 4  189.10
1 60.41 1 321.64
2 107.89 83.75 2  168.78 441.64
0.75 3 80.32 +11.28 3  589.37 +137.75
4 86.38 4 686.76
1 21.83 1 48.67
1 2 16.17 30.56 2 260.51 110.96
3 70.48 +15.49 3 101.93 +60.04
4 13.78 4 32.74
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Tabla XX (Cont.)

TIEMPO MACHOS HEMBRAS
(h) Conc. Media * ESM Conc. Media + ESM
1 25.61 1 41.22
2 9.95 16.34 2 54.29 62.52
1.5 3 15.91 +3.84 3 84.00 +10.79
4 13.91 4 70.59
1 30.72 1 62.81
2 7.45 16.29 2 67.02 60.64
2 3 13.87 +5.79 3 57.36 +3.06
4 13.12 4 55.36
1 22.45 1 92.25
2 13.61 27.44 2 18.36 65.25
3 3 39.20 +6.70 3 56.69 +20.57
4 34.50 4 93.69
1 15.35 1 36.57
2 8.86 13.056 2 60.74 59.63
4 3 9.55 +2.67 3 48.57 +13.93
4 18.44 4 92.66
1 47.01
1 4.55 2 66.83
2 -——- 10.31 3 110.52 69.21
6 3 14.06 +2.92 4 80.45 +12.72
4 12.33 5 80.96
6 29.49
1 N.D. 1 137.55
2 N.D. 2.61 2 139.48 123.82
8 3 5.65 +1.75 3 140.43 +17.72
4 4.79 4 77.82
1 10.41 1 111.44
2 4.70 6.27 2 71.11 94.36
12 3 5.43 -+1.61 3 99.29 +*2.76
4 4.54 4 95.60
1 2.82 1 2.71
2 N.D. N.C. 2 2.28 N.C.
24 3 3.11 3 N.D.
4 N.D. 4 2.79
N.C. = <2 ng/ml
N.D. = <1 ng/ml

Muestra no analizada.

La representacién grafica de estos valores de concentracién

frente al tiempo se muestra en la grafica siguiente:
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NIVELES PLASMATICOS DE ELGODIPTINA EN RATA
(p.o.. 10 mg/kg)
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Figura 17

El analisis estadistico de estas curvas mediante un ANONA,
considerando el sexo y el tiempo como fuentes de la variabilidad,
muestra diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) para
ambos factores. Realizando andlisis para un sdlo factor, el sexo,
a cada intervalo de tiempo, aparecen diferencias significativas
(p<0.05) para los siguientes tiempos: 0.333, 0.75, 1.5, 2? 4, 6,
8 y 12 horas.

Los valores de concentracién de Elgodipina en plasma siempre
son mas elevados en las hembras excepto a 0.333 h, cuando los
machos presentan el méximo de concentracidén (243.51 + 13.58
ng/ml). Estas diferencias pueden ser debidas a las cantidades y

tipos de isoenzimas Citocromo P450 dependientes y a otras enzimas

responsables de la biotransformacién de las 1,4-dihidropiridinas.
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La cantidad de Citocromo P450 en la fraccién microsomal de
ratas hembras es aproximadamente un 30% menor que en los machos
(Baarnhielm, 1986). Las diferencias metabélicas, para otras 1,4-
dihidropiridinas, entre ambos sexos de ratas ha sido descrita
por Krauser (1988) y por Niwa (1988); encontraron gque la
actividad oxidasa en la Nivaldipina es aproximadamente 10 veces
mayor en ratas machos que en hembras, metabolizandose por tanto
mis lentamente en estas dltimas.

La concentracién de Elgodipina en el plasma de los machos
presenta picos secundarios a 0.75 y 3 h que pudieran ser debidos
a la recirculacién enterchepatica.

En el caso de las hembras el maximo de concentrac¢idén se
encuentra a 0.75 h (441.64 * 119.29 ng/ml). Un pico secundario
de menor importancia se aprecia a las 8 h (123.82 *+ 17.72 ng/ml}).

Los maximos de concentracién se alcanzan relativamente
pronto (0.333 y 0.75 h, para machos y hembras respectivamente),
lo cual indica que la Elgodipina se absorbe rapidamente del
tracto grastro-intestinal.

Los paréametros farmacocinéticos calculados a partir de los

datos anteriores se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla XXI

Parametros farmacocinéticos de Elgodipina
dosis de 10 mg/kg oral en rata

Paré&metro - Machos Hembras
Dosis p.o. (mg) 2.41 £ 0.11 2.17 + 0.11
AUC, ,, (ng.h/ml) 202.37 1154.82
(p.o.)
|_ Cp (ng/ml) 243.51 * 13.58 441.64 * 119.29
ﬁmx (h) 0.333 0.75
AUC,,, (ng.h/ml) 275.32 214.98
(i.v.)
Dosis i.v. (mg) 0.221 0.195
F (%) 6.74 _ 48.27

donde F es la biodisponibilidad calculada como:
AUC Dosis,
F = o o .

AUC. Dosis

i.v. p.o.
Como puede observarse en la tabla la biodisponibilidad
calculada para los machos es muy inferior a la calculada para las

hembras, posiblemente debido a 1la diferencias metabdlicas

anteriormente comentadas.

5.3.- ESTUDIO DE LA FARMACOCINETICA DE l%C-ELGODIPINA EN RATA

DESPUES DE ADMINISTRACION INTRAVENOSA.

A 6 ratas Wistar adultas de cada sexo (machos de 232 + 14
g Yy hembras de 217 t 14 g de pesc), se les implantd una catéter
en la aorta abdominal, de acuerdo al procedimiento descrito en

el punto 4.6.1 del apartado "Materiales y Métodos". Los animales

o]
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se dosifican intravenosamente (1 mg/kg, 40 uCi/kg), en la vena
caudal, con una disolucién de %c-Elgodipina (puntos 4.7.3 vy
4.8.2 del apartado de Materiales y Métodos). A tiempos
predefinidos (0, 5, 15 y 30 minutos y 1, 2, 4, 6, 8, 12 y 24
horas) se toman muestras de sangre (0.2 ml) a través del catéter
implantado.

Después de centrifugar la muestra de sangre se toman 50 ul
de plasma para la determinacidon de la radiocactividad total, de
acuerdo al procedimiento descrito en los puntos 4.9.2 y 4.13 del
apartado de Materiales y Métodos.

El limite de deteccidén se establece en 200 dpm/ml, gue

corresponden a 2.1 ng equivalentes por ml (ng eq./ml).

En todos los estudios realizados con Elgodipina marcada
isotépicamente, la concentracién se expresa como ng equivalentes
por ml (ng eq./ml), ya que en la determinaciéon de 1la
radicactividad total no se distingue entre Elgodipina inalterada
de Elgodipina metabolizada.

Los valores de concentracidon quimica equivalente, se
calculan a partir de la radioactividad medida en la muestra y de
la actividad especifica de la l4c_plgodipina administrada (43.14
pCi/mg, 95.78 dpm/ng), de acuerdo a la siguiente ecuacidn:

Conc. (ng eg./ml) = Conc.(dpm/ml) / Act. Especifica (dpm/ng)}

Los valores de concentracidn encontrados se resumen en la

siguiente tabla:
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Tabla XXII

Concentraciones de radioactividad total en plasma después de
una dosis i.v., 1 mg/kg (40 ucCi/kg), de l40..Elgodipina en
ratas.

Los resultados se expresan comc ng equivalentes/ml.
{Vvalores medios n = 6).

Concentracién de 4c-Elgodipina en plasma
Tiempo Machos Hembras
_ (R) Media E.S.M. C.V.(%) |Media E.S.M. C.V.(%) i
[ 0.083 | 683.02 27.79 9.97 | 732.35 51.85  17.34 |
0.25 546.03 27.75 12.45 590.53 41.77 17.32
0.5 455.16 14.06 7.57 504.30 35.56 17.27
1l 283.35 9.18 7.94 356.78 28.66 19.67
2 155.62 11.40 17.95 189.35 19.11 24.72
4 96.11 10.13 25.82 _ 121.83 16.80 33.78
6 77.16 7.46 23.69 82.49 15.57 46.24
8 59.41 8.34 34.40 56.71 10.58 45.70
12 28.83 3.71 31.56 29.83 4.96 37.22
24 8.65 0.86 24 .46 g9.09 1.88 50.72
48 2.73 0.40 35.61 4.63 0.71 37.80

La comparacién estadistica de los valores de concentracidn
encontrados, entre ambos sexos mediante un ANOVA de dos vias
(sexo, tiempo) (p<0.05) no muestra diferencias significativas en
cuanto a la variable sexo y s6lo a 1 hora en cuanto a la variable
tiempo. Como era de esperar, si la determinacidén de 1la
radiocactividad total no distingue entre Elgodipina inalterada y
sus metabolitos, las diferencias entre ambos sexos dque se
mostraban en el estudioc con el productec "frio" (ver punto 1, del

apartado de Resultados), ahora no se hacen patentes.
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La representacién de estos valores de concentracién frente

al tiempo, se muestra en la grafica siguiente:

NIVELES PLASMATICOS DE 14C-ELGODIPINA EN RATA
(1.v., 1 mg/kg, 40 mcCi/kg)

Conc. (ng eq./ml)

10.000 -

1.000

100

10

1 - T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 36 35 40 45 50

Tiempo (h)

—Machos VT Hembras
Figura 18

La evolucidén temporal de los niveles plasmaticos se ajusta
a un modelo bicompartimental abierto con eliminacidén de primer
orden desde el compartimento central, mediante una regresién no
lineal (programa ELSFIT). La ecuacidén ajustada es del tipo:

C = Al.e'“'t + Az.e'ﬁ"t

El Area bajo la curva (AUC) se calcula por integracidén de
la curva concentracidén - tiempo. Los parametros farmacocinéticos
se calculan con los coeficientes, exponentes y AUC calculados a
partir de las ecuaciones descritas en el punto 1 del apartado de
Resultados. Los coeficientes y exponentes ajustados y los
parametros farmacocinéticos calculados se mnuestran en la

siguiente tabla:
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Pardmetros farmacocinéticos de l%c-Elgodipina
después de una dosis i.v. de 1 mg/kg (40 uCi/kg) en rata

Tabla XXIII

(valores medios n = §6)
Machos Hembras
Parametro . ]
Media E.S.M. C.V.% Media E.S.M. C.V.%

A, (ng/ml) 596.5 34.40 14.1 621.2 40.82 16.1
A, (ng/ml) 136.1 18.00 32.4 117.4 34.61 72.2
e (h™1) 1.305 0.120 22.5 0.950 0.188 48.6
B (h'l) 0.107 0.008 18.7 0.090 0.014 38.5
Dosis (mg) 0.230 0.008 8.7 0.215 0.006 6.4
.Eﬁm {(h) 0.540 0.045 20.4 0.930 0.212 55.9
tyn (h) 6.660 0.534 19.7 8.880 1.596  44.0
Ve (1) 0.314 0.015 12.1 0.304 0.028 23.0
Vss (1) 0.950 0.101 26.1 0.822 0,079 23.6
AUC (ng.h/ml) | 1733.9 83.56 11.8 2048.0 258.01  30.8
CL (1/h) | _0.133 0.010 17.5 0.112 0.012 26.8
MRT (h) 7.090 0.490 16.9 7.560 0.759 24.6
K., (h71) 0.644 0.080 30.6 0.424 0.120 69.3
K,, (h™3) 0.341 0.060 43.1 0.241 0.063  63.6
Ki0 (h_l) 0.427 0.024 14.0 0.374 0.034 22;7
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La comparacién estadistica entre ambos sexos de los
parametros farmacocinéticos calculados no revela diferencias
estadisticamente significativas (ANOVA p<0.05).

Después de la administracién i.v. de 14C—Elgodipina a las
ratas, la radioactividad decrece répidamente. A los 5 minutos de
la administracidn, se detectan 638.02 t 27.99 ng eq./ml para los
machos y 732.35 * 51.85 ng eq./ml para las hembras. Dos horas mis
tarde las concentraciones han bajado a 155.62 % 11.40 ng eq./ml
y a 189.35 + 19.11 ng eq./ml para machos vy hembras
respectivamente; a las 48 horas, la radiocactividad medida esta
cerca de los valores de fondo.

La fase de disposicién rapida (a) decae con una semi-vida
de 0.54 £+ 0.04 h (machos) y 0.93 + 0.21 h (hembras); en la fase
lenta de disposicién (8) las vidas medias calculadas son 6.66 *
0.53 h para los machos y 8.88 * 1.59 h para las hembras.

Como consecuencia de los elevados valores de volumen de
distribucidén calculados, la Elgodipina parece extensamente
distribuida en los tejidos.

El proceso de eliminacidn esta caracterizado por los valores
de aclaramiento (0.133 * 0.010 1/h para los machos y 0.112 £
0.012 1/h para las hembras) y por los valores de las constantes
de velocidad de eliminacidn (0.427 *+ 0.024 h™l para los machos y
0.374 * 0.034 h™? para las hembras). Estos valores aungue son mas

altos para los machos, estadisticamente no son diferentes de los

de las hembras.
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Las velocidades de eliminacidn calculadas parecen menores
gque las obtenidas con la Elgodipina sin marcar (ver punto 1 del

apartado de Resultados), como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla XXIV

Comparacidén de parametros farmacocinéticos
(administracidén i.v.)

Elgodipina inalterada l4c_Ei1godipina
Parametro
Machos Hembras Machos Hembras
cL (1/h) 0.782 0.779 0.133 0.112
tyg (D) 2.35 4.33 6.66 8.88
Kiq (h™1) 1.851 1.470 0.427 0.374

Estas diferencias son debidas a que en la determinacidn de
la radioactividad total, parametro utilizado para 1la
cuantificacidén, no se distingue entre la Elgodipina inalterada
y a sus metabolitos y por el contrario en el estudio con producto
sin marcar isotdépicamente, 1la concentracién refleja sélo la

cantidad de Elgodipina sin metabolizar.

5.4.- ESTUDIO DE LA FARMACOCINETICA DE !4C-ELGODIPINA EN RATA

DESPUES DE ADMINISTRACION ORAL.

La l4Cc-Elgodipina se administra oralmente (1 mg/kg, 40
uCi/kg) a 12 ratas Wistar adultas (6 machos de 244 * 8 g y 6
hembras de 211 * 10 g), gque han sido previamente sometidas a una
operacidén quirtrgica para la implantacién de un catéter en 1la

arterjia aorta abdominal. Los procedimientos empleados para la
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implantacién del catéter y la administracién, se describen en los
puntos 4.4.1, 4.6.1 vy 4.7.3 del apartado de Fateriales y Métodos.

Una vez dosificados los animales, se tomaron muestras de
sangre {0.2 ml) de cada uno de ellos a tiempos predefinidos 0,
5, 15 ¥ 30 minutos y 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 y 48 horas. Esta toma
de mnuestra se realiza a través del catéter previamente
implantado.

Después de centrifugar la muestra, se toman alicuotas de 50
4l de plasma para proceder a la determinacidén de 1la
radioactividad total mediante centelleo liquido (ver
procedimiento descrito en los puntos 4.9.2 y 4.13 del apartado
de Materiales y Métodos).

El 1limite de deteccidén como en el punto anterior se
establece en 200 dpm/ml gue corresponden a 2.1 ng eq./ml y las
concentraciones quimicas equivalentes se calculan de la forma
descrita anteriormente.

Los valores de concentracién media determinados se muestran

en la tabla siguiente:
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Tabla XXV
Concentraciones de radiocactividad total en plasma después de
una dosis p.o., 1 mg/kg (40 pCi/kg), de l%c-Elgodipina a ratas.
Los resultados se expresan como ng equivalentes/ml.

(valores medios n = §).

Concentracién plasmatica de 14c-Elgodipina
Tiempo Machos Hembras

(h) Media E.S.M. C.V.(%) |Media E.S.M. cC.V.(3%)

— i

0.083 11.99 1.40 28.61 13.88 1.91 33.66 ]
0.25 34.86 2.75 19.31 45.58 7.63 41.03
0.5 48.11 3.48 17.74 | 59.97 10.98 44 .85
1 55.27 6.54 29.00 57.94 6.74 28.48
2 77.05 10.44 30.30 56.68 8.00 34;58
4 87.77 9,09 25.39 68.45 11.85 42.40
6 80.79 5.59 15.46 71.04 9.33 32.18
8 38.81 1.32 8.36 44.98 6.30 34.33
12 17.96 1.60 21.83 24.11 3.40 34.52
24 5.79 1.02 43.23 6.32 1.16 45,09
48 4.31 0.76 43.27 3.23 0.46 32.30

Estos valores medios de concentracién quimica equivalente

se representan graficamente comoc sigue:



RESULTADOS 115

NIVELES PLASMATICOS DE 14C-ELGODIPINA EN RATA
(p.o.. 1 mg/kg, 40 nmcCi/kg)

Conc. (ng eq./ml)

100 -
50 ]
q- : ; : +
0 12 24 36 48
Tiempo (h)

—~-Machas T Hembras

Figura 19

La comparacién estadistica entre los niveles plasmaticos de
machos y hembras (ANOVA, p<0.05), no muestra diferencias
estadisticamente significativas.

Los parametros farmacocinéticos calculados son: el aréa bajo
la curva (AUC,_,5) de 0 a 48 horas, utilizando la regla de los
trapecios y el &rea extrapolada a infinito (AUC,_,) dque se
calcula como sigue:

AUCy_, = AUCq_sq + Cug/B
donde AUCy_,;g es la concentracidn determinada a las 48 horas y B
es la constante de velocidad de eliminacidén. Esta constante se
determina mediante regresidn lineal de la porcidn terminal de la
curva log concentracién - tiempo. La semi-vida de eliminacién

(ty) se calcula como 0.693/8.
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Chnax ¥ Tmax SON la concentracién maxima observada y el tiempo
a la gque se alcanza.

La biodisponibilidad (F) se calcula de 1la forma
anteriormente descrita relacionando las AUC y las dosis por via
intravenosa y oral.

Los parametros farmacocinéticos determinados se muestran en
la siguiente tabla:
Tabla XXVI

Parametros farmacocinéticos de 4c-Elgodipina
(administracién oral, 1 mg/kg, 40 ucCi/kg)

Parametros Farmacocinéticos (valores medios)

Parametro Machos Hembras

Media E.S.M. C.V. (%) | Media E.S.M. C.V. (%)

B (h'l) 0.0454 0.0105 56.6 | 0.0546 0.0105 47.1
Dosis (mg) 0.24 < 0.01 3.4 0.21 < 0.01 4.6
tin (h) 20.78 4.90 57.7 17.70 5.74 79.5
AUC 4_45 921.4 48.7 12.9 905.6 38.2 10.3
{ng.h/ml)
AUC 4 o 1025.4 52.7 12.6 | 1003.5 41.1 10.0
(ng.h/ml)
Thax (h) 4.33 0.33 18.8 3.83 1.10 70.3
Crax 88.86 8.66 23.9 91.44 8.68 23.2
(ng eq./ml)
AUC,_o—1.vV. 1733.9 B83.56 11.8 | 2048.0 258.0 30.8
{ng.h/ml)
F (%) 59.1 - —_——— 49.0 —_—— -———

Al comparar estadisticamente (ANOVA, p<0.05) los parémetros
farmacocinéticos de los machos y de las hembras no se encuentran

diferencias significativas.
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El valor medio de C ., se alcanza aproximadamente a las 4
horas (4.33 + 0.33 h para los machos y 3.83 * 1.10 h para las
hembras), con un valor de unos 90 ng equivalentes por ml (88.86
t 8.66 ng eq./ml para los machos y 91.44 * 8.68 ng eq./ml para
las hembras). En las hembras se presenta otro maximc secundario
a 0.5 horas.

Después de alcanzado el maximo, la radicactividad decrece
con una semi-vida de 20.78 * 4.90 horas para los machos y 17.70
horas para las hembras. Se observa una variabilidad individual
importante en los resultados cobtenidos por via oral.

La biodisponibilidad calculada para los machos es del 59 %
y del 49 % para las hembras. Estos valores son mas bajos que los
que cabia esperar (la mayoria de las dihidropiridinas son bien
absorbidas del tracto gastro intestinal, considerando globalmente
metabolitos y producto inalterado, Stopher, 1988 y Krauser,
1988) . Este hecho puede explicarse debido a que las répetidas
tomas de sangre del mismo animal, implican una disminucidn
sisténica de l4%c-Elgodipina y/o sus metabolitos. Este factor
parece tener mayor influencia en la administracién oral que en

la intravenosa.

5.5.- ESTUDIC DE LA TASA DE EXCRECION EN HECES Y ORINA DE l4c-

ELGODIPINA EN RATA DESPUES DE ADMINISTRACION INTRAVENOSA.

A ratas Wistar adultas (4 machos de 306.7 # 4.99 g y 4
hembras de 223.0 t 4.96 g) después de un periodo de aclimatacidén
de 1 dia en el laboratorio de radicisétopos, se les administra

una dosis Gnica, intravenosamente, de 1 mg/kg (40 pCi/kg) de 1%c-
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Elgedipina. La forma de administracidn, condiciones de
estabulacién y forma farmacéutica administrada, se describen en
los puntos 4.4.3, 4.6.1 Y 4.7.3 del apartado de Materiales vy
Métodos.

Una vez realizada la administracién del farmaco, los
animales se estabulan, separadamente, en jaulas de metabolismo
{(Tecniplast Mod. 3M12D0~100) con el fin de recoger a intervalos
predefinidos de 6 horas la orina y de 24 horas las heces; la
orina se recoge en los siguientes intervalos de tiempo: 0-6, 6-
12, 12-24, 24-48, 48-72, 72-96 y 96-120 horas; las heces se
recogen en intervalos de 24 horas: 0-24, 24-48, 48-72, 72-96 Yy
96~-120 horas.

Se mide el volumen total de cada una de las muestras de
orina y se toman alicuotas de 100 - 250 ul para la medida de la
radicactividad total.

La cantidad total de cada muestra de heces se seca bajo una
lampara IR con corriente de aire y una vez seca se pesa, Sse
homogeiniza por trituracidtn en mortero y se toman alicuotas de
50 - 100 mg para la determinacidén de la radioactividad.

La preparacidén de las muestras de orina y heces para la
determinacidén de la radioactividad se describe en los puntos
4.9.3 y 4.9.4 del apartado de Materiales y Métodos. La
determinacién de la radioactividad total se describe en el punto
4,13 del mismo apartado.

El limite de deteccién en orina se establece en 400 dpm/ml
Y en heces en 2 dpm/mg. Esta diferencia en el limite de deteccidn
es consecuencia del tipo de wvial utilizado y del volumen de la

muestra; en el casc de la orina se utiliza wvial de polietileno
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de 4 ml de capacidad y en el caso de las heces se utiliza vial
de vidrio de 20 ml de capacidad. Las tablas siguientes muestran

los valores medios de excrecidn urinaria y fecal, expresados como

% de dosis excretada:

Tabla XXVII

Excrecidédn acumulativa en orina después de una dosis i.v.

de 1 mg/kg (40 ucCi/kg) de

l4¢-plgodipina en ratas

Los resultados se expresan como % de dosis excretada
(valores medios n = 4)

$ dosis excretada de l4c-Elgodipina

Tiempo Machos (n=4) Hembras (n=4)
(h) Media E.S.M. C.V.(%) |Media E.S.M. C.V.(%)
6 8.70 0.42 9.6ﬁ 8.36 0.49 11.9
12 11.12 0.63 11.5 10.74 0.41 7.6
24 13.80 0.71 10.3 14.29 0.55 7.8
48 14.64 0.80 10.9 15.27 0.55 7.1
72 14.88 0.81 10.9 15.64 0.53 6.8
96 15,02 0.81 10.8 15,78 0.53 6.7
120 15.11 0.82 10.9 15.90 0.51 6.5

Tabla XXVIII

Excrecidén acumulativa en heces después de una dosis i.v.
de 1 mg/kg (40 uci/kg) de l4c-Elgodipina en ratas
Los resultados se expresan como % de dosis excretada

(Valores medios n = 4)

% dosis excretada de l“C-Elgodipina

Tiempo Machos (n=4) Hembras (n=4)
| (n) Media E.S.M. C.V.(%) {Media E.S.M. C.V.(%)
_ 24 60.36 3.05 10.1 60.58 2.41 8.0

48 72.01 3.47 9.6 72.78 0.41 g N

72 73.65 3.77 10.2 74.69 0.67 1.8
96 74,12 3.78 10.2 75.33 0.66 1.7
120 74.43 3.81 10.2 75.62 0.686 1.7
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Tabla XXIX

Excrecidn acumulativa en orina y heces después de una dosis
iinica de 14C-Elgodipina en ratas.
Los resultados se expresan como % de dosis excretada.
(Vvalores medios)

$ de dosis excretada de !%c-Elgodipina
Tiempo Machos (n=4) Hembras (n=4)
(h) Orina Heces Total Orina Heces Total
6 8.70 -—=-=-——  =————- 8.36 ~————  —————-
12 11.12 ===== - 10.74  —=—===-  —=rwa ;—
24 13.80 60.36 74.16 14.29 60.58 74.87
48 14.64 72.01 86.65 15.27 72.78 88.05
72 14.88 73.65 88.53 15.64 74.69 90.33
96 15.02 74.12 89.14 15.78 75,33 91.11 ]
120 15.11 74.43 89.54 15.90 75.62 91,52

La representacidon grafica de estos valores es la siguiente:

EXCRECION ACUMULATIVA DE 14C-ELGCDIPINA EN RATA
(1.v., 1 mg/kXg, 40 mcCi/kg)

% dosis excretada
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> Hewbras (Heces) ™ Machaos (Total) ~* Hembras (Total)

Figura 20
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Como se observa de los resultados anteriores, 1la 14c-
Elgodipina se excreta principalmente en heces (74.43 * 3.81 % y
75.62 * 0.66 %, para machos y hembras respectivamente), mientras
que s6lo una pequeifia fraccidn se excreta en orina (15.11 + 0.82
% en los machos y 15.90 * 0.51 % en las hembras). Esta forma de
excrecién es similar a la que presentan otras dihidropiridinas
como Benidipina (Kobayashi, H., 1988), Nitrendipina (Krauser,
H.P., 1988) y Amlodipina (Stopher, D.A., 1988).

La 14C—Benidipina, en ratas macho, se excreta en heces hasta
un 73.6 * 6.3 % en 72 horas después de administracién oral y
hasta un 19.1 * 4.5 % en orina.

En ratas macho, después de administracidén intravenosa, la
14C-Nitrendipina se excreta principalmente en heces (54 - 61 %).
La excreciédn urinaria alcanza el 37 - 40 % y se produce,
principalmente (>90%) durante las 24 horas post-dosis.

De igual forma la 1%4C-Amlodipina, después de administracién
i.v. a ratas, se excreta un 60 % en heces y un 38 % en orina.

La elevada proporcidn de dosis excretada en heces, en el
caso de la 14C~Elgodipina, sugiere que el producto inalterado y/o

sus metabolitos se excretaran también por bilis y/o a través de

la pared intestinal.
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5.6.—- ESTUDIOC DE LA TASA DE EXCRECION EN HECES8 Y ORINA DE %c-

ELGODIPINA EN RATA DESPUES DE ADMINISTRACION ORAL.

Como en el estudio intravenoso anterior, a 8 ratas Wistar
adultas, 4 de cada sexo (274 + 5 g los machos y 214 * 2 g las
hembras) se estabulan en las condiciones descritas, se les
implanta un catéter en la aorta abdominal y se les dosifica, por
via oral mediante una sonda g&strica, con una disolucidén de 4c-
Elgodipina (1 mg/kg, 40 uCi/kg).

Una vez dosificados los animales se estabulan,
individualmente, en jaulas de metabolismo para recoger de forma
separada y a intervalos de tiempo predefinidos, la orina y las
heces.

La recogida de orina se realiza cada 6 horas hasta 24 horas
y cada 24 horas hasta 120 horas post-dosis.

La recogida de heces se efectlia cada 24 horas hasta las 120
horas post-dosis.

La preparacioén de las muestras de orina y heces para la
determinacién de la radicactividad se describe en los puntos
4.9.3 y 4.9.4 del apartado de Materiales y Métodos. La
determinacidén de la radioactividad total se describe en el punto
12 del mismo apartado.

El limite de deteccidn en orina se establece en 400 dpm/ml
y en heces en 2 dpm/mg. Esta diferencia en el limite de deteccidn
es consecuencia del tipo de vial utilizado y del volumen de la
muestra; en el caso de la orina se utiliza vial de polietileno
de 4 ml de capacidad y en el caso de las heces se utiliza vial

de vidrio de 20 ml de capacidad.
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Los valores de tasa de excrecifén acumulativos determinados

se resumen en las tablas siguientes:
Tabla XXX

EXcrecion acumulatlva en orina después de una dosis oral
inica de c-Elgodlplna en ratas (1 mg/kg, 40 uci/kqg)
Los resultados se expresan como % de dosis excretada

(Valores medios n=4)

% dosis excretada de 14C—Elgodipina

Tiempo Machos (n=4) Hembras (n=4)
h - .
l (h) Media E.S.M. C.V.(%) | Media E.S. M. C.V.(%)

6 6.78 Q.73 21.4 6.97 1.03 29.8

12 10.38 0.42 8.2 11.94 0.80 13.4 |
24 11.75 0.60 10.2 14.36 0.72 10.0
48 12.21 0.61 10.1 15.11 0.79 10.4
72 12.39 0.62 10.1 15.32 0.80 10.5
96 12.50 0.63 10.1 15.44 0.80 10.3

120 12.58 0.63 10.0 15.54 0.80 10.3
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Tabla XXXI

ExXcrecidn acumulatlva en heces después de una dosis oral
tnica de C-Elgodlplna en ratas (1 mg/kg, 40 uci/kg)
Los resultados se expresan como % de dosis excretada

(Vvalores medios n=4)

% dosis excretada de l%c-Elgodipina

Tiempo Machos (n=4} Hembras (n=4)

(h)

Media E.S.M. C.V.(%) ]| Media E.S.M. C.V. (%)

24 83.35 4.45 10.7 74.29 1.81 4.9

48 87.76 4.73 10.8 79.03 1.66 4.2

72 88.37 4.75 10.7 79.55 1.69 4.2

| 96 88.68 4.77 10.7 79.92 1.69 4.2
120 88.88 4.77 10.7 80.10 1.70 4.2

Tabla XXXII

Excrecién total acumulativa en heces y orina después de una
dosis oral Gnica (1 mg/kg) de 14 C-Elgodipina en ratas
Los resultados se expresan como % de dosis excretada

(valores medios)

$ dosis excretada de l4c-Elgodipina
Tiempo Machos Hembras
(h) Orina Heces Total Orina Heces Total
6 6.78 ———=—=  —e——— 6.97 m——m—=  —m———-
12 10.38  ————=  =~———o 11.94  —==m= ————e-
24 11.75 83.35 95.10 14.36 74.29 88.65
48 12.21 87.76 99.97_ 15.11 79.03 94.14‘
72 12.39 88.37 100.76 15.32 79.55 94.87
96 12.50 88.68 101.18 15.44 79.92 95.36
120 12.58 88.88 101.46 15.54 80.10 95.64
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La representacidon de estos valores acumulativos de tasa de

excrecién, se muestran en la gra&fica siguiente:

EXCRECION ACUMULATIVA DE 14C-ELGODIPINA EN RATA
(p.o.., 1 mg/kg, 40 mncCi/kg)

% dosis excretada

100 :
80 X % ¥ %
60
40 7
30 7 | ! ! ! ;
0 - T T T T . 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (h)
= Machos (Orina) ~T Hembras (Orina) “® Machos (Heces)

> Hembras (Heces) * Machos (Tatal) ~* Hembras (Total)
Figura 21

La comparacidn estadistica (ANOVA p<0.05) entre ambos sexos
Yy por ambas vias de excrecién, muestra diferencias
significativas.

Como se observa, de estos resultados y como ocurria en el
punto anterior, la excrecién se efectla principalmente por heces
(88.88 * 4.77 % y 80.10 * 1.70 % para machos Yy hembras,
respectivamente), y sélo una pequefia fraccidén es excretada en
orina (12.58 * 0.63 % y 15.54 + 0.80 % para machos y hembras,
respectivamente).

Al igual que en la via intravenosa, este comportamiento es

similar al descrito para otras dihidropiridinas. Por ejemplo



RESULTADOS 126

Benidipina (Kobayashi, H., 1988), Nitrendipina (Krauser, H.P.,
1988) y Amlodipina (Stopher, D.A., 1988).

La !#c-Benidipina, en ratas macho, se excreta en heces hasta
un 73.6 * 6.3 % en 72 horas después de administracién oral y
hasta un 19.1 *+ 4.5 % en orina.

En ratas macho, después de administracidén oral, 1la 140
Nitrendipina se excreta principalmente en heces (64 - 66 %). La
excrecidén urinaria alcanza el 33 -~ 37 % y se produce,
principalmente (>90%) durante las 24 horas post-dosis.

De igual forma la !4C-Amlodipina (Stopher, 1988), después de
administracién p.o. a ratas (10 mg/kg), se excreta un 58 % en
heces y un 33 % en orina.

La elevada proporcidén de dosis excretada en heces, en el
caso de la l%c-Elgodipina, sugiere que el producto inalterado y/o
sus metabolitos se excretar&n también por bilis y/o a través de
la pared intestinal.

La recuperacidén de radiocactividad en heces y orina por via
oral y por via intravenosa es similar, esto indica una buena
absorcidn en el tracto gastro-intestinal. |

La biodisponibilidad calculada a partir de los datos de
orina es del 83 % en los machos (12.58 % de excrecidn después de
administracidén oral, frente al 15.11 % después de 1la
administracién intravenosa). En el caso de 1las hembras 1la
biodisponibilidad calculada es del 98 % (15.54 % p.o., frente a
15.90 % i.v.). Estos valores son similares a los obtenidos para
otras dihidropiridinas, asi en el caso de la l%c-Amlodipina, 1la

biodisponibilidad en rata es del 100 % (Stopher, 1988).
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5.7.- ESTUDIO DE LA TASA DE EXCRECION BILIAR DE l4C~ELGODIPINA EN
RATA DESPUES DE ADMINISTRACION INTRAVENOSA.

Para el estudio de la tasa de excrecién biliar, los animales
(4 machos de 282 * 10 g y 6 hembras de 243 £ 7 g) se estabulan
en el laboratorio de radioisb6topos durante al menos 5 dias como
periodo de aclimatacién.

Pasado este periodo, se anestesian con éter dietilico y se
canula el conducto biliar de acuerdo al procedimiento descrito
en el punto 4.6.1 del apartado de Materiales y Métodos.

Una vez canulado el conducto biliar, la anestesia se
mantiene durante todo el experimento con 20 mg/kg de Ketamine y
5 mg/kg de Xylazine i.p.

La administracién de la disolucién de 1%c-Elgodipina se
realiza en un "bolus" en la vena caudal a una dosis de 0.5 mg/kg,
20 uci/kg.

La razdén de emplear una dosis inferior a la de otros
estudios es que dado al efecto hipotensor del farmaco y al estado
de anestesia, una dosis superior (1 mg/kg) produce una elevada
mortandad debida a la suma de ambos efectos. AlGn con la dosis
reducida a 0.5 mg/kg, el estudio no se pudo prolongar, en algunos
los casos, por encima de las 6 horas (Wulf H., 1994).

Una vez realizada la administracién y en intervalos de 30
minutos, hasta 10 horas post-dosis, se recoge 1la secreciotn
biliar. Se mide el volumen de secrecidén biliar y se toman dos
alicuotas de 100 ul c¢ada una, para la determinaciép, de 1la
radioactividad total.

Los procedimientos de administracién, muestreo, preparacidn

de la muestra para andlisis y determinacién de la radicactividad
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total, se describen en los puntos 1.2, 3.3, 6.3, 7.4 y 8.5 del
apartado de Materiales y Métodos. Los valores medios acumulativos
de la tasa de excrecidn biliar observados se muestran en la tabla
siguiente:
Tabla XXXIIXII
Excrecién acumulativa en bilis después de una dosis i.v.
de l4c-Elgodipina a ratas (0.5 mg/kg, 20 uCi/kg)

Los resultados se expresan como % de dosis excretada
{(Valores medios)

. % dosis excretada de 4Cc-Elgodipina
Tiempo
(h) Maches (n=4) Hembras (n=5)
Media E.S.M. C.V.(%) | Media E.S.M. C.V. (%)
| 0.5 14.21 1.39 19.52 7.87 2.14 60.93
1.0 28.58 2.48 17.36 17.90 3.76 46.98
1.5 38.58 2.95 15.29 27.53 4.71 38.28
2.0 46.18 2.64 11.45 34.19 4,74 11.29
2.5 50.94 2.74 10.75 39.83 4.41 24.72
3.0 54.23 2.60 9.59 43.94 4.17 21.21 |
3.5 56.70 2.47 8.70 47 .17 3.93 18.63
4.0 58.78 2.28 7.75 49.77 3.80 17.06
4.5 i 60.49 2.13 7.06 51.99 3.68 15.83
5.0 61.90 2,04 6.77 53.88 3.61 14.98
5.5 63.10 1.99 6.30 55.22 3.53 14.31
6.0 64.10 1.92 6.00
6.5 64.99 1.88 5.78
7.0 65.69 1.89 5.75
| 7.5 66.38 1.83 5.51
8.0 66.96 1.82 5.44
8.5 67.43 1.83 5.43
9.0 67.86 1.85 5.44
9.5 68.21 1.85 5.43
10.0 68.54 1.87 5.45
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La representacién grafica de estos valores es la siguiente:

EXCRECION BILIAR ACUMULATIVA DE 14C-ELGODIPINA EN RATA-
(i.v., 0.5 mg/kg. 20 mcCi/kg)

% dosis excretada

100 -

80

/é/

20

- 4 1 1 L Il L 3 L 1
D v 1 4 T e 1 M 1 M T 1 . M 1 T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 S 10

Tienpo (h)

~*~Machos " Hembras
Figura 22

Los porcentajes de dosis excretada se calculan a partir de
la radiocactividad detectada en cada muestra y la radioactividad
total administrada.

La comparacidn estadistica entre los valores obtenidos para
los machos y las hembras, muestra diferencias estadisticamente
significativas (ANOVA p<0.05), siendo superior la excrecién
biliar en los machos.

Como se deduce de este estudio aproximadamente el 70 % de
la dosis es excretada, en 10 horas, por la bilis, esto contribuye
a 1la elevada excrecién fecal observada en los estudios

anteriores.
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Para otras dihidropiridinas, los valores descritos bara la
tasa de excrecidén en bilis son similares a los encontrados para
la Elgodipina; asi la Nitrendipina, cuando se administra i.v. a
ratas machos (5 mg/kg), el 74 % de la dosis se elimina por la

bilis en 24 horas (Krause 1988).

5.8.- ESTUDIO DE LA TASA DE EXCRECION BILIAR DE 14C—E:]Z.GODI‘PINA EN
RATA DESPUES DE ADMINISTRACION INTRADUODENAL.

En el estudio de la tasa de excrecién biliar por via oral,
al tener durante el experimento al animal bajo anestesia, 1la
administracidén tiene que hacerse intraduodenal, inyectando 1la
disolucién de 14c-Elgodipina en el lumen intestinal de la‘porcién
inicial del duodeno.

El procedimiento sequido es similar al descrito en el punto
anterior de la administracidén intravenosa. En este caso 6 ratas
Wistar macho (266 * 19 g) y 6 hembras (224 * 7 g), se mantienen
en ayunas durante 18 horas, se anestesian con éter dietilico y
se someten a cirugia para la canulacién del conducto biliar.

Posteriormente y durante todo el experimento, se mantiene
la anestesia con 20 mg/kg de Ketamine y 5 mg/kg de Xylazine. La
disolucién de l4c-Elgodipina se administra intraduodenalmente a
una dosis de 0.5 mg/kg (20 pCi/kg).

Una vez realizada la administraciédn y en intervalos de 30
minutos, hasta 10 horas post-dosis, se recoge la secrecién
biliar. Se mide el volumen de secrecidén biliar y se toman dos
alicuotas de 100 pl cada una, para la determinacién de 1la

radiocactividad total. La tasa de excrecidén biliar se calcula por
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comparacidn de la radioactividad medida en cada muestra con la
radioactividad total administrada.
La siguiente tabla resume los valores medios de la tasa de

excrecién biliar encontrados:
Tabla XXXIV

Excreciédn acumulativa en bilis después de una dosis
intraduodenal de %c-Elgodipina a ratas (0.5 mg/kg, 20 ucCi/kq)
Los resultados se expresan como % de dosis excretada

(Valores medios n=$)

% dosis excretada de 4c-Elgodipina
Tiempo Machos (n=5) Hembras (n=%)
(h) Media E.S5.M. C.V.(%) | Media E.8.M. C.V.(%)
I —_—_——
0.5 7.52 1.35 40.30 5.04 0.64 28.43
1.0 22.13 2.84 28.75 16.77 2.00 26.68
31.90 3.32 23.31 26.32 3.29 27.99
i 2.0 39.09 3.17 18.13 33.09 4,21 28.46
2.5 43.97 3.00 15.26 37.81 4.70 27.79
3.0 47.71 2.82 13.19 41.40 4.99 26.93
3.5 50.42 2.77 12.28 44.30 5.11 25.78
4.0 52.51 2.78 11.84 46.70 5.12 24.53
4.5 54.17 2.73 11.26 48.68 5.08 23.36
5.0 55.41 2.67 10.78 50.35 5.03 22.32
5.5 56.19 2.67 10.64 51.79 4.94 21.31
6.0 52.94 4.87 20.58
6.5 53.98  4.84 20.04
7.0 54.97 4.79 19.49__ﬁ
8.0 56.61 4.66 18.39
8.5 57.28 4.60 17.96
9.0 58.01 4.53 17.45
9.5 58.73 4.45 i6.96
10.0 59.48 4,38 16.47
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La representacién grdfica de estos valores es la siguiente:

EXCRECION BILIAR ACUMULATIVA DE 14C-ELGODIPINA EN RATA
(p.o. 0.5 mg/kg, 20 mcCi/kg)

% dosis excretada

100 -

80 -
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Tiempo (k)

~Machos T Hembras

Pigura 23

La comparacién estadistica de estos valores de tésa de
excrecidn biliar entre machos y hembras (ANOVA, p<0.05) muestra
diferencias estadisticamente significativas entre ambos sexos,
resultando como antes, superior la excrecidédn biliar en los
machos. De igual forma que ocurria en la tasa de excrecidén biliar
después de administracién intravenosa, también se elimina una
proporcidén elevada, aproximadamente el 60 % de la dosis en 10
horas, por bilis cuando la administracién es por via
intraduodenal. Esto también contribuye a la elevada excrecidn
observada en heces cuando la administracién era oral (Apartado

5.6) .
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Para otras dihidropiridinas, la tasa de excrecién en bilis
también es elevada; por ejemplo la Benidipina, después de una
dosis oral de 1 mg/kg, es excretada en un 34 % en 48 horas y
después se observa una reabsorcién parcial en el tracto gastro-
intestinal (Kobayashi, 1988). Por lo tanto los valores de tasa
de excrecién en bilis encontrados para la Elgodipina, son

similares a los descritos para otras dihidropiridinas.

$.9.- ESTUDIO DE LA DISTRIBUCION TISULAR DE 14C-ELGODIPINA, EN

RATA, DESPUES DE ADMINISTRACION INTRAVENOSA.

En este punto se estudia la distribucidén en tejidos de 1la
l4c_Elgodipina, después de una dosis tinica por via intravenosa,
determinando a lo largo del tiempo qué 6rganos soportan mayor
concentracién de farmaco y en cudles tarda mAs tiempo en
eliminarse.

Para ello se emplean ratas adultas Wistar (21 machos de 285
+ 21 g y 21 hembras de 247 + 19 g) en el estudio entre 15 minutos
y 24 horas. Para el estudio a 48 horas, se emplean los animales
dosificados en el estudio de la farmacocinética con I%c-
Elgodipina por via intravenosa y sacrificados a las 48 horas, 6
machos de 232 + 14 g y 6 hembras de 217 * 14 g (punto 5.3, del
apartado de Resultados). Para el estudio a 120 horas, se emplean
los animales dosificados en el estudio de la tasa de excrecidn
en orina y heces de 4C-Elgodipina por via intravenosa vy
sacrificados a las 120 horas, 4 machos de 307 + 5 g y 4 hembras

de 223 = 5 g (punto 5.5, del apartado de Resultados).



RESULTADOS ' 134

Los animales se aclimatan al menos durante 5 dias en el
laboratorio de radioisbétopos, se separan en grupos de 3
individuos y se dosifican con una disolucién de l4c-Elgodipina
(puntos 4.4.3 y 4.7.3 del apartado de Materiales y Métodos)
mediante un "bolus" en la vena caudal. La dosis administrada es

de 1 mg/kg, 40 uCi/kqg.

Una vez dosificados los animales se sacrifican a tiempos
predefinidos (0.25, 0.5, 1, 2, 6, 12, 24, 48 y 120 horas),
tomando una muestra de sangre (5-10 ml) y los 6rganos/tejidos
previamente seleccionados (Bazo, Vejiga urinaria, Testiculo,
Ovario, Rifndén, Higado, Glandula Salivar, Colon, Glandula
Harderiana, Tejido adiposo, Tiroides, Timo, Yeyuno, Piel, Tejido
muscular, Pulmdn, Corazdén, Cerebro, Estémago y Médula 6Sea) de
acuerdo al procedimiento descrito en el punto 4.8.5 del apartado

de Materiales y Métodos.

Se toma una alicuota de 50 pl de las muestras de sangre y
el resto se centrifuga para tomar 50 ul de plasma y determinar
la radicactividad total (punto 4.9.2 del apartado de Materiales
y Métodos). Los Organos/tejidos se pesan enteros (en los gque es
posible), se toma una alicuota de 20 - 100 mg (50 ¢l en el caso
de la sangre) y se preparan de acuerdo al procedimiento descrito

en el punto 4.9.6 del apartado de Materiales y Métodos.

El limite de deteccidn se establece en concentraciones cuya

radioactividad sea igual o inferior al doble del ruido de fondo.
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La radiocactividad medida en cada muestra se refiere al peso
del o6rganc/tejido o al volumen en el caso de muestras liquidas
{dpm/mg o dpm/ml).

Los valores de concentracién quimica equivalente se calculan
a partir de la radicactividad total medida en las muestras y de
la actividad especifica de la l%c-Elgodipina administrada:

C (ng eq./ml) = C (dpm/ml) / Act. Especif. (dpm/ng)

C (ng eq./g) = C (dpm/mg) x 1000 / Act. Especif. (dpm/ng)

Los valores de distribucidn en organos/tejidos, en términos
de % dosis/g o ml, se calculan a partir de los valores de
concentraciones equivalentes por 9 © ml y de 1la dosis
administrada:

C (% dosis/érganoc) = C (% dosis/g o ml) x Peso organo

En el caso de drganos y tejidos de soporte gue no pueden
pesarse, se hizo una estimacién en funcién del peso del animal
(Caster, W.0. 1956, y Comisidn Internacional para la Proteccidn
Radioldgica, 1959). Esta estimacidén se hizo de acuerdo a los

siguientes valores:

-

Organo/Tediido % er
Tejido Muscular 45.5
Tejido Adiposo 7.1
Piel 18.0
Médula Osea 0.35
Sangre 7.0

Plasma 4.0
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Finalmente, los datos de distribucién también se expresan
como relacién de la radioactividad en el érgano y en el ﬁlasma.

Las tablas XXXV y XXXVI muestran los valores de
concentracién gquimica equivalente por g de tejido himedo,
determinados en cada uno de los 6rganos o tejidos, a distintos
tiempos y para ambos sexos.

Las tablas XXXVII y XXXVIII muestran los mismos valores pero
expresados como % dosis/g de tejido hGmedo. Las tablas XXXIX y
XL, muestran los valores de % dosis/érgano o tejido, haciendo uso
de la tabla alcométrica anteriormente descrita.

Para poder relacionar la perfusién del ©6rgano con los
valores de concentracidn encontrados en cada 6rgano o tejido, las
tablas XLI y XLII, muestran las relaciones tejido/plasma para
ambos sexos.

Con el fin de mostrar 1la evolucidon temporal de las
concentraciones de Elgodipina en los distintos 6rganos y tejidos,
las figuras 24 a 27 representan las concentraciones gquimicas
equivalentes por gramo de tejido himedo determinadas a 0.25, 1,

6 Y 24 horas, respectivamente.



Tabla XXXV
Concentracidn de radioactividad en tejidos después de una dosis i.v. ({1l mg/kg, 40 uCi/kg) de 14C-
Elgodipina a ratas machos. (Los valores se expresan como ng eq./g de tejido himedo).

TEITDO/ORGANO i ng eg./g de tejido himedo. Valores medios + B.S.M. (n = 3). MACHOS ”

| 0.25 h I 0.5 h i 1h | 2h I ¢ h | 12 h I 24 h ! 48 h | 120 h |

| BAZOD | 1222.5$147.1 | 796.54130.3 i 437.4444.63 | 221.2418.1 | 47.7411.5 I N.D, | W.D. | R.D. I H.D. I
|| veszea vrivarza | 560.2479.7 | 324.9+28.9 | 283.1+41.4 I 316.3+87.8 | 255,22486.3 I 97.7461.4 | N.D. | N.D. | N.D. I
" TESTICULO | 197.5422.7 I 169.1+20.2 I 203.2+ 9.7 ( 174.0418.2 I 37.6+7.0 , N.D. ! 37.749.7 I N.D. | N.D. "
“ GLANDULA ADRENAL | 8290.3+926.7 I 4506.34689.0 | 2512.04257.0 | 1341.3+125.6 I 344.5469.4 | 89.6+10.2 | N.D. | N.D. I N.D. |
" RINON | 1943.1494.3 | 1469 .6488. 4 | 1385,44116.7 | 469.8438.6 I 174.,948.9 | 115.6547.7 | €8.941.9 | N.D. I N.D. “
" HIGADO I 2838.132198.8 ! 2732.54590.9 | 2739.04170.4 | 1944.44262.6 | 1448.5492.3 I 964.4497.6 | 457.7+54.3 | 284.9433.4 I 92.3+8.9 ”
il GLANDULA SALIVAR f 1925.74213.6 I 1094.4$257.7 I 620.0427.4 l 465.7£111.4 I 77.2422.5 | N.D. | N.D. | N.D. I N.D. Il
Il covow | 758.8+102.7 I 509.0466.2 I 485.24165.3 | 193.6136.2 | 295.54181.6 I 198.04102.5 I 59.7110.4 l N.D | N.D. Il
" GLANDULA HARDER | 1775.64210.8 I 1648.14281.3 I 2154,4+77.5 | 1829.64+149.0 I 565,0425.2 l 191.7+57.4 ] 40.2+5.8 ! N.D | N.D. Il
" GRASA ( ABDOMINAL) | 217.8444.7 ‘ 366.7194.6 ‘ 457.9458.7 | 648.9482.0 | 497.5:18.9 | 435.5$203.2 | 83,9425.0 | N.D. I N.D. |
| srawp. r1R0IDRS | 1628.941597.1 I 870.2+134.3 ' 586.0415.8 , 362.6+24.1 | 58.1+15.9 | N.O, | N.D. | N.D. | N.D. “
! TINO | 855.54+142.7 | 727.1477.4 | 646.7433.7 i 436.4+104.4 I 45.217.4 | N.D. | 27.5314.8 | N.D. l N.D. “
| veyowo | 931.9471.7 | 1135.4+298.7 I 661,54126.3 | 373.54115.5 | 86.4413.1 | 31.0+2.8 | 38.3425.7 | N.D | N.D. ”
I PIEL ! 427.6455.5 | 300.9+26.1 1 295.5425.3 I 170.8427.9 l 109.3444.5 I 46.5415.6 | N.D. I N.D. | H.D. “
, MUSCULO , 543.0485.6 , 296.4345.1 , 175.644.4 , 153.5419.5 | 41.1429.3 | N.D. l N.D. I N.D. I N.D. I
l PULMON | 3961.2+269.5 | 1672.241768.8 I 877.04+46.0 I 504.8462.1 | 141.94+29.4 | 31.042.8 l N.D. I N.D | N.D. I
| corazon | 882.94122.8 | 562.6+49.3 I 319,4432.2 | 154.7412.2 I 49.343.4 l N.D. I N.D I N.D I N.D. "
| carezro | 263.3473.9 | 93.7417.4 | 46.8+4.1 | 33.1416.8 ] N.D. ’ N.D. | N.D. | N.D. | N.D. ”
l BSTOMAGO ! 1564.1$332.6 | 812.94250.7 | 592.4439.2 l 189.3466.0 | 33.632.4 | N.D, | N.D I N.D. I N.D. ”
| MEDULA OSEA | 859.7477.0 I 647.5357.1 I 548.2458.1 | 246.6436.8 I 76.746.6 | N.D. I N.D. I N.D l N.D. I
|| PLASMA | 468.9437.6 ‘ 350.6448.0 | 359.7435.6 | 177.7428.7 | 107.64+20.9 | 37.148.1 ] N.D. | M.D. | N.D. "
" SANGRE ENTERA I 301.4411.7 | 213.4+28.5 | 205.4+18.4 i 107.8414.3 | £4.4412.9 I N.D. | H.D. | N.D. ! N.D. Il
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Tabla XXXVI
Concentracién de radiocactividad en tejidos después de una dosis i.v. (1 mg/kg, 40 uCi/kg) de 14C-
Elgodipina a ratas hembras. (Los valores se expresan como ng eq./g de tejide himedo).

' ng eq./yg da tejido himedo. Valores medics + E.S.M. (n = 3). HEMBRAS "

TEJIDO/ORGANG

0.25 h I | 1h I l | 12 h l 24 h i 48 h | 120 h i
‘ BAZO I $11.54225.9 I 965.5+139.5 | 863,0+92.6 | 306.4477.9 I .9413.0 I 34.444.3 I N.D. i N.D. I N.D.
" VBJIGA URINARIA l 443.6+4135.56 i 286.2456.3 I 459.8+104.7 I 151.2441.2 I 129.5+12.4 I 42.6412.6 I N.D. i N.D, t N.D. "
" OVARIOD I 1135.94167.7 I 745.1451.4 I 603.1+79.4 I 236.1431.5 ’ 112.8413.9 I 40.2+410.2 I N.D. | N.D. l N.D. "
|| GLANDULA ADRENAL I 5876.34729.5 | 3793.14342.6 i 2853.84275.3 I 1475.14137.7 ‘ 565.7+6.3 | 123.6423.8 l 30.1415.8 i N.D. i N.D. u
I RIBON 1 1502.3+4191.7 | 1378.85143.1 | 1107.4+126.9 I 416.5455.8 l 173.5+9.2 I 94.643.6 ] 41.249.1 | N.D. ! N.D. “
| HIGADO 1 2467.9+420.8 | 2782.84372.0 I 4107,34573.8 I 2191.9+4309.1 I 1428.5451.3 | 1058,6+42.6 ’ 756.9435.7 I 286.1+25.4 | 90.543.6 "
" GLANDULA SALIVAR ' 1675.34345.9 I 1181.84127.7 , 1161.1+223.9 , 464.6+120.7 i 133.845.7 I 45.345.6 ’ N.D. l N.D. l N.D. "
I COLON I 579.74146.6 I 422.2442.0 | 386.1+31.5 i 137.0431.2 I 95.648.5 I 154.1+30.5 I N.D. I N.D. | N.D. "
, GLANDULA HARDBR I 1480.84323.4 I 1385.0+247.7 l 2182.1+267.5 ’ 1484.6+245.1 I 566.94139.3 | 172.847.9 | 55.1420.2 I N.D. l N.D "
| GRASA (ABDOMINAL) ! 121.3433.6 I 207.6188.1 l 489.94113.4 I 348.7413.9 I 477.3+76.4 I 464.2418.8 I 199.7462.4 I 32.442.38 I N.D "
Il GLAND. TIROIDRS | 1172.4+125.9 | 847.9+101.8 I 657.84109.0 | 338.1452.3 I 84.246.6 | 45.745.5 I N.D. I N.D. I N.D. "
“ TIMO I 832.6487.5 I 713.6151.6 | 700.1:85.8 | 295.7455.7 I 67.8+7.3 | 27.322.2 I N.D. I N.D. I N.D. "
I YEYUNO I 8768.54145.3 I 1330.14+697.6 | 454.2158.5 | 302.3426.4 I 50.4318.6 I 47.6413.7 I N.D. I N.D. | N.D. "
J PIRL I 269.7448.7 I 205.9184.9 | 491.1484.0 l 216.9466.1 I 76.1#19.1 I 46.849.1 I N.D. I N.D. | N.D. "
” MUSCULO ] 422.9459.0 I 263.8+31.1 I 235,6+29.3 i 107.44+28.1 I N.D. I N.D. I N.D. l N.D | N.D. "
l PULMON I 2849.5+607. | 1755.9+313 .4 I 1615.9+265.1 I 605.3+102.1 I 207.5432.4 | 67.9410.6 l N.D | N.D. | N.D. "
| CORAZON | 795.5497.9 I 740.0+57.3 I 426.0417.7 I 196.2431.5 I 65.5+14.0 | 26.9+10.0 I N.D. l N.D I N.D. "
| CERBERO I 144.1430.4 I 79.7+18.4 | 68.0+14.4 | N.D. | N.D. | N.D. I N.D. I N.D ! N.D. "
| E3TOMAGO |'1346.21236 I 1032.54271.5 | 1601.74173.3 l 106.5+15.4 l 64.5327.9 I 27.145.9 I N.D. I’ N.D | N.D "
" MEDULA OSRA I 629.4464.9 I 986.6+241.7 I 691.74113.8 I 423.64115.0 I 112.5437.2 | 60.2413.8 I N.D. | N.D I N.D. "
|| PLASMA I 334.6454.1 I 265.7454.1 ‘ 347.1451.4 ! 153.0436.1 | 74.046.0 l 38.244.3 I N.D I N.D I N.D. "
" SANGRE ENTERA I 210.2431.4 l 5.9450.9 | 213.6438.0 | $7.4422.0 I 44.6+43.5 l 26.642.4 I N.D. I N.D I N.D. "
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Tabla XXXVII
Concentracién de radiocactividad en tejidos después de una dosis i.v. (1l mg/kg, 40 uCi/kg) de 14C-
Elgodipina a ratas machos. (Los valores se expresan como % dosis/g de tejide himedo).

TRITDO/ORGANG I % dosis/g de tejido himedn. Valores medins + E.S.M. (n = 3}. MACHOS u

| 0.25 h | 5.5 h I 1 h | 2h | 6 h I 12 h l 24 h | 48 h | 120 h |

.l BAZO | 6.41 t 0.04 [ 6.26 + 0.08 | 6.s + 0.01 R £ 0.91 | 0.0 + 0.01 ] N.D. | N.D. | N.D. | N.D. |
” VRJIGA URINARIA | 0.19 1 0.02 I 6.11 + 0.01 | 0.10 # 0.01 I 0.12 + .03 I o.0s + 0.03 | 0.04 £ ©.02 | N.D. { N.D. I N.D. "
I resricuro | 8.07 + 0.01 I 0.60 + 0.0%1 | 0.07 + 0.00 I 0.06 + 0.01 | 0.01 + 0.00 | H.D I 0.01 4 0.00 I N.D. | N.D. i
| srawoura aorewas | 2.60 + 0.24 | 160 + 0.26 | o.85 + 0.08 | o.42 + 0.05 | 6.2 + 0.03 | .03 + 0.00 | N.D. | N.D. I N.D. I
" RIfion | 0.6 + 0.02 | 0.5 + 0.04 | 0.4z + 0.04 | o.17 + 0.02 | o.06 4 0.00 | 0.0 + 0.02 | 0.0z + 0.00 | N.D. I N.D. "
" HIGADO I 0.96 + 0.07 | 0.95 + 0,20 I 0.93 + 0.06 I 0.70 + 0.10 I .52 + 0.02 | 0.34 + 0.03 I 0.18 + 0.02 I 0.12 + 0.02 I 0.03 4+ 0.00 I
| srawoura sactvaz | o.6s + 0.08 | 0.1e + 0.10 | o.2: + 6.01 | 0.27 + 0.04 | 0.00 £ 0.61 I N.D. I N.D. I N.D. | N.D. I
ll COLON | o.2¢ + 0.03 I oo.1e + 0.03 I o6 + 0.06 I 0.0 $ 0.01 | .10 t 0.06 | o.07 + 0.04 | 6.0 + 0,00 I N.D. | N.D. "
fl GLANDULA HARDER I 0.60 + 0.05 | 0.58 + 0.11 | 0.73 + 0.02 I 0.65 # 0.05 l ©.21 + .01 I 0.07 + 0.02 I 0.01 + 0.00 I N.D. I N.D. Il
I GRASA (ABDOMINAL} , 0.08 + 0.01 | 0.13 + 0.03 | 0.16 + 0.02 | 0.23 + 0.03 I 6.18 + 0.01 | 0.16 + 0.08 | 0.03 + 0.0L | N.O. I N.D. Il
| crawo. riRotoRs | 0.sc + 0,05 ! 0.31 + 0.06 | o.20 + 0.01 | 0.1 + 0.01 | 5.0 4+ 0.01 | H.D, I N.D _l N.D j N.D. I
| TIKO | .25 + 0.0S | o.25 + 0.03 | 0.2z + 0.01 | o.1s + 0.04 | .02 4+ 0.00 | N.D. | .01 + 0.00 ] N.D | N.D. "
I YRYUNO I 0.32 + 0.02 I 0.40 + 0.15 I 0.22 + 0.04 I 0.13 4 0.04 I 0.03 + 0.00 I 0.01 + .00 I 0.01 + 0.00 I N.D | N.D. Il
| ere | 0.14 + 0.02 I 0.10 + 0.01 | 0.10 ¢ 0,01 [ oo.0s + 0.01 | D.04 + 0.02 | 02 + 0.01 I N.D I N.D | N.D. I
| wuscuro [ o.19 + 0.03 I 610 + 0.02 [ oo.06 + 0.00 | o.06 4 0.01 | 0.0z + 0.01 | N.D | N.D | N.D. | N.D. "
| PULMON | 1.35 + 0.10 | 0.59 + 0.08 | 0.10 + 0.01 | o.18 2 0.03 b o.0s + 0.01 | 0.01 + 0.00 I N.D I N.D | N.D. "
I CORAZON I 0.30 + 0.04 I 0.18 + 0.02 | 0.11 4+ 0.01 | 0.06 + 0,03 l 0.02 + 0.00 I N.D. I N.D. | N.D l N.D. I
| ceraero | 0.0 + 0.03 | 5.0 + 0.01 | o 02 + 0.00 | N.D. I N.D I N.D. I H.D. | H.D ; N.D. Il
, ESTOMAGO | 0.5 + 0.10 | o0.28 + 0.09 | 0.20 £ 0.01 | .07 + 0.03 | o0.01 + 0.00 | N.D. | N.D ! N.D ] N.D. u
I EEDULA OSEA I 0.29 + 0.02 | 0.23 3 0.02 I 0.19 + 0.02 | 0.09 + 0.01 I 0.03 + 0.00 | N.D. I N.D. I N.D I N.D. I
| praswa | 0.16 + 0.01 | 6.1z + 0.02 | 0.12 + 0.01 | 0.6 + 0.01 | 5.0 + 0.01 | 6.01 4 0.00 | N.D. i N.D | N.D. ”
J SANGRE BNTERA | 0.10 £ 0.0 | o.07 + 0.01 | o.07 + 0.01 | o.04 40.01 | 0.0z + 0.00 I N.D. I N.D. I N.D | N.D. I
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Tabla XXXVIII
Concentracidén de radioactividad en tejidos después de una dosis i.v.(1 mg/kg, 40 uCi/kg) de 14C-
Elgodipina a ratas hembras. (Los valores se expresan como % dosis/g de tejido himedo).

287100 /0RGANO I ¥ dosis/g de tejido himedo. Valores medica + E.S.M. (n = 3). HEMBRAS I
I 0.25 h I 0.5 h | 1 h | 2 h I 6 h f 12 h I 24 h I 48 h I 120 h

I BAZO t £.38 + 0.10 I .38 + 0.03 | 0.37 £ .05 I 0.12 + 0.03 ! 0.04 + 0.01 | 0.01 ¢ 0.00 I N.D. I N.D. | N.D.
I VEJIGA URINARIA } 0.19 + 0.06 I 0.11 4 0.02 | 0.19 + 0.04 I 0.06 ¢ 0.02 | 0,06 + 0.00 | 0.02 +# 0.01 | N.D. I N.D. | N.D. "
| OVARIO | 0.48 + 0.07 I 0.29 + 0.01 | 0.26 £ 0.03 l 0.10 + 0.01 I 0.05 + 0.01 | 0.01 ¢+ 0.00 i N:D. ! N.D. l N.D. "
| GLANDULA ADREBNAL | 2.47 + 0.21 I 1.49 & 0.07 | 1.21 £ .12 ! 0.60 + 0.06 I .24 &£ 0.01 | 0.05 ¢ 0.01 l 0.01 + 0.01 I N.D. I N.D. "
l RINON | .63 + 0.08 I 0.54 + 0.03 | 0D.47 + 0.06 I 0.17 + 0.02 [ 9.08 + 0.01 | 0.04 £ 0.00 l 0.02 + 0.00 I N.D. i N.D. "
" HIGADO | 1.04 + 0.18 | 1.09 « 0,08 | 1.74 + 0.26 I 0.89 + 0.13 I .61 & 0.04 | 0.42 + 0.02 I 0.28 + 0.03 i 0.13 + 0.01 I 0.04 + 0.00 "
I GLANDULA SALIVAR | 9.71 + 0.15 | 0.47 + 0.03 | 0.49 4+ 0.10 I 0.19 £ 0.05 I 9.06 £ 0.00 | 0.02 + 0.00 | N.D. ' N.D I N.D. "
I COLON | 0.25 + 0.06 I 0.17 + 0.01 | 0.16 + 0.01 I 0.056 ¢+ 0.01 I Q.04 + 0.00 | 0.06 £ 0.01 l N.D. ' N.D. I N.D. "
" GLANDULA HARDER | 0.62 + 0.14 I 0.54 + 0.07 | 0.93 4+ 0.13 I 0.60 + 0.10 i 0.25 + 0.07 | 0.07 £ 0.01 | 0.02 + 0.01 I N.D. I N.D. "
I GRASA (ABDOMINAL) | 9.05 £+ 0.01 ! 0.08 + 0.03 I 0.21 + 0.06 I 0D.14 + 0.00 l 0.20 + 0.04 | 0.18 + 0.01 | 4.07 + 0.02 | 0.02 ¢ 0.00 I N.D. "
, GLAND., TIROIDES | 0.49 + 0.05 } 0.34 ¢+ 0.05 I 0.28 + 0.04 I 0.14 + 0.02 | Q.04 + 0.00 | 0.02 + 0.00 | N.D. | N.D. I N.D. “
I TIMO | G.35 + 0.04 I 0.28 £+ 0.02 I 0.30 + 0.04 l 0.12 ¢+ 0.02 | 0.03 + 0.01 | 0.01 + 0.00 | N.D. I N.D I N.D. "
I YEYUNO [ 0.37 £+ 0.086 [ 0.50 + 0.24 I 0.19 £ 0.03 l 0.12 £ 0.491 | 0.02 + 0.01 | 0.02 + 9.01 l N.D | N.D I N.D. "
“ PIEL I 9.11 + 0.02 l 0.08 + 0.03 I 0.21 £+ 0.04 ! 0.09 £ 0.93 | 0.03 + 0.01 | 0.02 + 0.00 | N.D. | N.D I N.D. "
I MUSCULO ! 0.18 + 0.03 l 0.10 # 0.01 l 0.10 + 0.01 I 0.04 £ 0.01 | N.D. | N.D. | N.D. I N.D I N.D. H
I PULMON l 1.20 4+ 0.28 ‘ 0.69 + 0.08 I 0.68 + 0.13 I 0.25 £ 0.04 | 0.09 + 0.01 | 0.03 + 0.01 | N.D. [ N.D I N.D. ”
" CORAZON I 0.33 + 0.04 I 0.29 + 0.04 ] 0.18 + 0.01 I 0.08 £+ 0.01 l 0.03 + 0.01 | 0.01 + 0.00 | N.D. [ N.D. I N.D. H
| CEREBRO I $.06 + 0.01 I 0.03 ¢+ 0.01 l 0.03 + 0.01 I N.D ! N.D | N.D. | N.D. [ K.D I N.D "
I ESTOMAGO I 0.57 + 0.10 I 0.41 &+ 0.08 i 0.67 + 0.08 I 0.04 + 0.01 I .02 &+ 0.01 | 0.01 + 0.00 | N.D l N.D. I N.D ﬂ
I MEDULA OSEA | 0.27 + G.03 l 0.39 ¢ 0.11 | 0.29 + 0.04 l 0.17 £ 0.05 I 0.05 + 0.02 | 0.03 £ 0.00 | N.D. | N.D I N.D ”
| PLASMA J 0.14 + $.03 I 0.10 ¢ 0.01 | 0.15 4 ©¢.02 ! 0.06 + 0.02 I. 0.03 + 0.00 | 6.02 £ 0.00 I N.D I N.D I N.D. ”
" SANGRE ENTERA I 0.08 + 0.01 I 0.07 + 0.01 l 0.09 + 0.01 I 0.04 £ 0.01 l 0.02 + 0.00 | 0.01 £ .00 I N.D. I N.D. I N.D. "
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Tabla XXXIX

Concentracidn de radiocactividad en tejidos después de una dosis i.v. (1 mg/kg, 40 uCi/kg) de 14C-
Elgodipina a ratas machos. (Los valores se expresan como % dosis/érgano o tejido).

I % dosis/Grgano o tejido . Valores medios + B.S.M. (n = 3}. MACHOS II
TEJIDO/ORGANG 1
I 0.25 h I 0.5 h I 1h I 2 h I 6 h I 12 h I 24 h I
I BAZC 0.34 + 0.05 0.23 ¢ 0.02 .14 + 0.02 .06 + 0.01 Q.01 £ 0.01 N.D. I

“ VEJIGA URINARIA 0.0} 4+ 0.00 0.01 + 0.00 ¢.41 £ 0.00 l ¢.01 + 0.00 0.0 + 0.00 N.D. I

0.04 + 0.01 ”

I I | | I I

I I | I I I
I TBSTICULO I 0.20 % 0.02 I 0.16 + 0.03 I 0.20 + 0.01 I Q.16 + 0.02 I 0.04 + 0.01 I N.D. I
I GLANDULA ADRENAL I 0.10 + 0.02 I 0.07 + 0.01 I 0.04 + 0.00 I 0.02 + 0.00 I 0.01 £ 0.00 I 0.0 + 0.00 J N.D. ”
I RINON I 1.58 + 0.09 I .27 + 0.05 I 1.22 ¢+ 0.16 I ©.39 £ 0.03 I 0.13 + 0.91 I 0.09 + 0.04 I 0.05 + 0.01 I
I HIGADD l 13.11 + 1.06 I 12,23 3 2.77 I 12.70 ¢ 0.52 I 7.85 + 0.85 I 5.43 + 0.30 I 4.32 £ 0.33 I 0.25 + 0.18 I
I GLANDULA SALIVAR I 0.32 + 0.02 I 0.25 + 0.07 I .11 + 0.01 I 0.11 + 0.04 I 0.01 + 0.00 I N.D. I N.D. I
" GRASA (ABDOMINAL) I 1.69 ¢ 0.29 I 2.65 + 0.66 I 3.27 ¢+ 0.41 I 4.62 + D.62 I 3.56 + 0.14 I .16 + 1.44 I 0.60 + 0.13 I
" TINO I 0.17 + 0.04 I 0.16 + 0.03 I 9.15 + 0.01 I 0.10 + 0.03 I 0.01 £ 0.00 ! N.D. I 0.01 + 0.00 I
" PIEL I 7.66 + 1.09 I 5.33 + 0.54 I 5,29 ¢+ 0.51 I 3.00 + D.54 I 1.93 + 0.79 I 0.83 3 0.32 I N.D. I
I MUSCULO | 25.08 + 3.85 | 13.45 + 2.06 I 24.02 + 0.05 I 7.22 4+ 1.13 I 1.99 + 1.40 I N.D. I N.D. “
I PULMON I 1.92 + 0.18 I 0.81 4+ B.10 I 0.43 + 0.01 I 0.25 £ 0.03 I 0.07 + 0.02 ! 0.01 + 0,00 I N.D. "
I CORAZCN I 0.31 £+ 0.04 I 0.18 + 0.02 I 9.12 + 0.02 I 0.05 + 0.01 I 06.02 + 0.00 ! N.D. I N.D "
I CEREBRO I 0.18 + 0.04 I 0.06 + 0.091 I 0.03 4+ 0.01 I N.D I N.D I N.D. | N.D "
! BESTOMAGC I 0.83 + 0.14 I 0.49 + 0.15 I Q.32 + 0.03 I 0.10 + 0.03 I 9.01 &+ 0.00 l N.D I N.D "
J MEDULA OSEA I ¢.30 + 0.03 I 0.22 4+ 0.01 I ¢.20 &+ 0.02 I 0.08 + 0.01 I 0.02 + 0.00 I N.D. I N.D "
I PLASMA I 1,89 4+ 0.14 ! 1.41 + 0.18 I 1.45 ¢ 0.15 I 0.67 + 0.12 I 0.40 + 0.08 I 0,15 4+ 0.04 I N.D. "
I SANGRE ENTERA I 2.06 + 0.12 I 1.47 + 0.22 I 1.37 + 0.13 I 0.78 + 0.10 I 0.154% 0.07 I N.D. I N.D. I
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Tabla XL

Concentracién de radioactividad en tejidos después de una dosis i.v.(1 mg/kg, 40 uCi/kg) de 14C-
Elgodipina a ratas hembras. (Los valores se expresan como % dosis/drgano o tejido).

| % dosis/6rganc o tejido . Valoras medics + E.S5.M. (n = 3). HEMBRAS “
TBJIDO/ORGANO

| 0.25 h I 0.5 h [ 1h ] 2 h ! 6§ h | 12 h | 24 h I
I BAZO I 0.21 + 0.06 | 0.23 + 0.03 | ©.18 + 0.02 | o.07 + 0.02 | 6.2 + 0.00 l 0.01 + 0.00 I N.D. |
I VEITGA URINARIA | 0.01 + 0.00 | 6.0 + 0.00 I 0.0z + 0.01 l 0.01 + 0.00 | 0.01 + 0.00 | ¢.01 + 0.00 | N.D. I
| OVARIO | 0.05 4 0.01 | 0.04 £ 0.00 | 0.03 + 0.00 | 0.01 + 0.00 | o.01 + 0.00 | 0.01 + 0.00 | N.D. I
ll GLANDULA ADRENAL I 0.15 + 0.02 | » 12 + 0.01 | o.08 + 0.01 | 0.04 + 0.00 | 6.0z + 0.00 | ©.01 + 0.00 I 0.01 + 0.00 I
| r1gon | 5.90 + 0.10 I 6.90 + 0.13 ! 0.76 + 0.08 I 0.30 ¢ 0.03 | 0.12 + 0.01 Y + 0.00 | 0.03 + 0.01 "
I HIGADO | 9.76 + 1.70 ] 10.12 £ 1.57 | 13.06 4+ 1.32 | s.4s + 0.86 | 5.03 + 0.12 | 3.98 + 0.09 | 2.76 + 0.08 "
| srasmora SALIVAR | .35 + 0.06 | o.20 + 0.06 | 0.28 3 0,02 | 0.11 + 0.06 I 0.04 # 0.01 | 0.01 + 0.00 | N.D. "
| GRASA (ABDOMINAL}) | 0.79 + 0.24 | 1.44 + 0.60 | 3.43 ¢ 0.83 | 2.50 + 0.08 | 3.37 + 0.55 I 3,30 £ 0.16 | 1.39 + 0.43 ||
I TIMO | 0.13 + .01 | 0.12 + 0.03 | 0.12 + 0.03 | 0.05 + 0.01 I 0.01 + 0.00 ! 0.01 + 0.00 | N.D “
| PIRL | 404 + 0.86 | .64 + 1.49 | 8.88 + 1.48 | 3.97 + 1.10 | 1.42 & 0.38 | o.7¢ + 0.14 | ¥.D I
| MUSCULO | 19.46 + 2.63 I 11.98 + 1.30 | 10.78 4+ 1.23 s 84 + 1.48 | N.D. I N.D I N.D. 1
I PULMON I 1.22 + 0,23 | o 78 3+ 0.17 | 0.75 + 0.10 I 0.29 4+ 0.04 | 0.10 + 0.02 | ¢.04 + 0.01 | N.D. "
| CORAZON | o.25 + 0.02 | 0.24 + 0.03 I 0.14 + 0.01 | 0.06 + 0.01 | 0.02 + 0.00 | 0.01 + 0.00 I N.D. u
I CEREBRO I 0.12 + 0.03 I 0.05 + 0.01 | 0.06 + 0.01 | N.D | N.D I N.D | N.D. I
" BSTOMAGO I 0.66 + 0.14 I 0.48 + 0.12 | o.e0 + 0.08 | 0.04 + 0.01 I 0.03 + 0.01 I 0.01 + 0.00 | N.D "
h MEDULA OSBA I 0.22 + 0.02 | 0.34 + 0.08 | 0.24 ¢ 0.04 | 0.15 + 0.04 | 0.04 # 0.01 | 0.02 + 0.00 | N.D. "
| PLASMA | 1.3 + 0.24 | 1.06 + 0.20 | 1.39 & 0.21 | 0.62 + 0.13 | 031 + 0.03 | ¢.17 + 0.03 I N.D. H
| SANGRE ENTERA | 1.38 &+ 0.22 | 1.33 3 0.33 | 1.48 # 0.23 | 0.0 + 0.17 T + 0.01 | 0.18 3 0.00 | N.D ====j
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Tabla XLI

Relacién de radioactividad tejido/plasma después de una dosis i.v. (1 mg/kg, 40 uCi/kg) de 14C-
Elgodipina a ratas machos.

I Relacién tejido/plasma. Valores medios + E.S.M. (n = 3) . MACHOS II

TEJIDO/ORGANO I f
0.25 h l 0.5 h I 1 h 2 h 6 h I 12 h W

P
I BAZO 2.60 + 0.13 I 2.25 ¢ 0.08 I 1.24 + ¢.18 1.31 £ &.23 0.50 £ 0.18 N.D. I

|I VEJIGA URINARIA 1.20 + H,17 I 0.94 + 0.07 I 0.79 + 0.12 1.84 + 0.49 2.33 + 0.76

1
3.32 + 2.03_J
|

“ TESTICULO 0.43 + 0.06 I 0.49 ¢+ 0.01 I 0.58 + .07 1.93 + 0.17 0.38 + 0.12 N.D.

I GLANDULA ADRENAL 13.02 + 0.22 7.20 + 1.25 7.73 + 0.58 3.57 + 1.20 2.73 + 0.72 q

I RINON 4.22 + 0.20 4.30 ¢+ 0.39 3.90 + 0.29 2.72  ©.24 1.70 + 1.75 “

1.71 + 6.23
4

I HIGADO 6.09 + 0.37 7.70 t+ 0.99 7.67 + 0.34 11.06 + 0.42 .10 + 1.63 27.63 + 4.70 "

3.03 + 0.37 1.76  ©.19 2.65 ¢ ©.57 0.81 + 0.34 N.D. "

I GLANDULA SALIVAR 4.14 + 0.47

I COLON 1.61 + 0.09 1.46 + 0.01 1.41 + ¢.54 1.08 + ©.10 2.33 + 1.09

4.74 + 1.46 I|
I

I GLANDULA HARDER 3.79 + 0.36 4.66 1 0.24 6.11 + 0.64 5.10 + 0.98

|
|
|
|
|
I
.
|
|
10.87 £ 2.11 I 5.53 + 0.73
|
I
;
!
|
|
i
i
|
I
i
|

|
| I
| I
| I
| I
| I
| I
| I
| I
| |
| f
! i
I 0.47 + 0.14 I N.D. "
I |
I |
I |
I I
I I
t I
| I
| I
| I

I
|
I
|
I
I
I
I
I
I
" GLAND. TIRQIDES | 3.49 + 0.39
I
I
I
I
I
I
I
|
|
I

I I

I |

| I

I |

I I

I |
" GRASA {ABDOCMINAL) 0.51 + 0.09 I 1.01 ¢ 0.16 I 1.29 + 0.19 3.73 + 0.34 4.97 3+ 0.24 3.98 + 7.24 "

| 2.49 ¢ 0.18 I 1.65 + ©.13 2.10 + 0.38 0.60 4+ 0.24 N.D. "
I TIMO 1.80 + 0.16 I 2.12 ¥ 0.22 I 1.84 + 0.23 2.53 + 0.58
I YEYUNG 1.99 + 0.08 I 3.03 ¢ 0.81 I 1,93 + 0.49 2.29 + 0.75 0.82 0,04 0.92 + 0.20 "
I PIEL 0.91 + 0.08 I 0.87 + 0.05 I 0.82 + 0.02 0.96 + 0.04 1.14 + ©,.60 1.20 + 0.14 "
I MUSCULO 1.15 + 0.09 I G.84 4+ 0.02 l 0.50 + 0.0% 0.93 + 0.22 0.45 + 0.37 N.D. "
I PULMON 8.50 + 0.47 I 4.84 + 0.36 I 2.47 & 0.18 2.95 + 0.42 1.50 + 0.51 0.86 + 0.11 "
I CORAZON 1.87 # 0.15 I 1.45 + 0.07 I 0.92 + 0.16 0.92 ¢+ 0.17 0.50 + 0.11 N.D. I
J CEREBRO 0.54 + 0.11 I 0.26 + 0.02 I 0.13 + 0.02 0.19 + 0.089 N.D. N.D. _"
I BSTOMAGO 3,28 + 0.55 I 2.18 + 0.48 I 1.66 4+ 0.05 1.11 + 0.38 0.33 + 0.04 N.D. “
I MEDULA OSEA 1.86 ¢+ 0.25 l 1.89 + 0.18 I 1.52 + 0.07 1.40 4+ 0.10 0.78 + 0.19 N.D. "
I SANGRE BNTERA 0.65 + 0,03 I 0.61 4 .00 I 0.57 + 0.01 0.61 5_0.02 0.60 é_f:oz N.D. "

SOQYLINsSTy

£PT



Tabla XLII

Relacidén de radiocactividad tejido/plasma después de una dosis i.v. (1l mg/kg, 40 uCi/kg) de 14C-
Elgodipina a ratas hembras.

Relacidn teilido/plasma, Valores medios + B.S.M. (n = 3). HEMBRAS II

TBJIDO/ORGANO l
0.25 h I 0.5 h I 1 h 2 h I & h

I
II BAZO 2.71 + D.52 I 3.71 # 0.20 2.54 + 0.20 I 1.99 + 0.02 1.28 + 0.08 | 0.92 + 0.03 I

1.30 &+ 0.18 I 0.97 + D.08 .27 I 1.08 + 0.22 II

[
~I
w0

H
Q
N

it VBIIGA URINARIA 1.27 + 0.18 I 1.08 + 0.0

II OVARIO 3.41 + 0.05 I 2.94 £ 0.35 1.54 + 0.23 I 1.02 + 0.15 Il

7.74 4+ 0,62 I 3.17 + 0.27 Il

I GLANDULA ADRENAL 4.94 + 1.87

RINGN 5.38 + 0.47 2.38 + 0.24 I 2.53 + 0.30 "

19.45 + 1.06 I 8.15 + 2.24 II

HIGADO 0.76 + ¢.85

GLANDULA SALIVAR 1.83 3 0.17 I 1.16 + D.16 “

COLON 1.29 + 0.05 I 4.32 ¢+ 1.32 I

I

I GLANDULA HARDER 7.99 3 2.47 l 4.61 + 0.47 I

"
[ &)
o
H
o
w»
]

6.69 4 1.q__I 12.34 £ 0.50 |

0.72 + 0.16 1.41 ¢ 0.21 2.52 ¢ 0.52 9

GLAND. TIROIDES 3.60 + 0.45 + .05 1.19 + 0.08 "

I TIMO 2.04 + 0.09 2.02 4+ 0.29 0.91 + 0.03 0.72 + 0.06 "

I YEYUNO 2.71 + 0.55 4.43 + 1.49 1.32 4+ 0.03 2.10 + 0.27 D.65 4 0.19 1.20 + 0.29 I

Ig;ﬁsL ¢.81 £ 0.10 0.71 + 0.14 1.43 3 0.13 1.38 & 0.11 1.00 £ 0.17 1.20 + 0.12 I

I MUSCULO 1.27 + 0.05 1.03 ¢ 0.10 D.68 + 0.03 D.70 + 0.02 0.25 + 0.12 N.D. I
I PULMON 8.39 + 0.55 6.70 + 0.58 4.66 + 0.24 4.08 + 0.39

CORAZON 3.06 + 0.69

CEREBRO 0.30 £ 0.02

BSTOMAGQ 3.93 £ 0.28 0.70 + 0.09 "

1.57 + 0.06 "

MEDULA OSEA 3,98 £ 1.32

l
I
I
I
|
I
I
I
I
I
I
GRASA { ABDOWINAL) I 0.36 + 0,08

| I

I I

I I

| I

I |

I 2.79 ¢ 0.29 I 1.77 & 0.13 I
I |

I I

I I

I I

I I

I
I
I
| 5 |
I I
| 4 I
| L
I |
I I
| 16 )
I 3.45 £ 0.7% I 1.88 + 0,09
2.56 + 0.32 | 2.85 + 0.44 I
| |
I I
! I
I I
| [
I I
I |
I I
| I

0.70 ¢ 0.02 “

SANGRE ENTERA 0.72 + 0.05
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¥2 eanbra

DISTRIBUCION TISULAR DE 14C-ELGOD!PINA EN RATAS
(0.25 h, dosis 1 mg/kg, 40 mcCi/kg, i.v.)

Nng eq./g tejido humedo (x1000)

10

Bz VO Go Ad RM Hg Sa Co Ha G TrTm Ye PlIMu Pm Cz Cr EtMO Pa Sa

érgano/Tejido

. Machos Hembras
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6Z eanbrg

DISTRIBUCION TISULAR DE 14C-ELGODIPINA EN RATAS
(1 h, dosis 1 mg/kg, 40 mcCi/kg, 1.v . )

ng eg./g tejido himedo (x1000)

Bz VO Go Ad Rn Hg Sa Co Ha Gr Tr Tm Ye PIMu Pm Cz Cr EtMO Pa Sa

Or gano/ Tej ido

. Machos
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9z vanbta

DISTR!BUCION TISULAR DE 14C-ELGODIPINA EN RATAS

2000

1500

1000

500

(6 h, dosis 1 mg/kg, 40 mcCi/kg, 1.v.)

ng eq./g tejido himedo

8z VO Go Ad Rif Hg Sa Co Ha Gr TrTm Ye PlMu Pm Cz Cr EtMO Pa >a

d%gano/Tejido

. Machos
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L2 evanbra

DISTRIBUCION TISULAR DE 14C-ELGODIPINA EN RATAS

1C0C0

800

600

400

200

(24 h, dosis 1 mg/kg, 40 mcCi/kg, 1 .v.)

ng eq./g tejido himedo

Bz VO Go Ad Rn Hg Sa Co kBa Gr TrTm Ye PIMu Pm Cz Cr EtMO Pa 5a

érgano/Tejido

. Machos
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RESULTADOS 149

Como se observa en los resultados anteriores, la
radicactividad procedente de la !%C-Elgodipina se distribuye
rapidamente y de forma heterogénea por los 6rganos y tejidos de
la rata. La distribucién inicial (15 minutos post-dosis) puede
atribuirse al productc inalterado. Las concentraciones mayores
se observan en las gldndulas adrenales y en los pulmones; menores
concentraciones de radiocactividad se encuentran en higado,
rifiones, bazo y ovario; las concentraciones més pequefias se
determinaron en los testiculos, cerebro y tejido adiposo.

La concentracién de radioactividad en la mayor parte de los
érganos y tejidos decrece desde los 15 minutos a las 24 horas.
S6lo en el tejido adiposo (t,,, = 2-6 horas), gladndula harderiana
(tmax = 1 hora) y yeyuno (t, ., = 0.5 horas) se observan maximos
de concentracion de radioactividad. Cuando ha transcurrido 1 hora
desde la administracién, la radioactividad permanece constante
en algunos 6rganos como el higado, rifién y timo, después decrece
con el tiempo hasta gque no es detectable. En el plasma, se
observa un pico de concentracién 1 hora después de la
administracidén, tanto en machos como en hembras. Esto puede
atribuirse a la recirculacidn enterchepatica.

A las 24 horas de la administracidén i.v., los niveles mas
elevados de concentracién de radioactividad se encuentran en el
tejido adiposo, las glandulas adrenales, rifiones, colon ¥y
glandula harderiana.

A las 48 horas post-dosis s6lo se detecta radicactividad en
el higado, de ambos sexos, y en tejido adiposo de las hembras.

A las 120 horas, sblo se detecta radioactividad en el higado de

ambos sexos.



RESULTADOS 150

La comparacidn estadistica entre ambos sexos, mediante un
andlisis de la varianza de dos vias (ANOVA p<0.05), no muestra
diferencias estadisticamente significativas excepto en el rifién,
colon y plasma, siendo generalmente mayores en los machos.

La estimacidon de la concentracidén de radicactividad en las
células sanguineas, a través de la relacidn de radiocactividades
determinadas en el plasma y en la sangre entera, indica que la
mayor parte de la radioactividad circulante se encuentra en el
plasma, siendo minima la ligada a las células de la sangre. La
relacién radiocact. en sangre/ radioact. en plasma permanece
practicamente constante durante el tiempo gue akarca el estudio,
variando de 0.57 a 0.72 (valor tebricec 0.57), (ver tablas de
Relacidn tejido/plasma).

El perfil de distribucién de 1la l4c_Elgodipina y/o sus
metabolitos en ratas después de una administracién i.v., indica
que es rapida y heterogeneamente distribuida en todos los 6rganos
y tejidos estudiados.

Las relaciones de radioactividad entre los odérganos y el
plasma son mayores gue 1 en su mayor parte. En la piel es préxima
a 1 (varia de 0.7 a 1l.4) y s6le en sangre entera, cerebro y
testiculos es claramente menor gque 1. Esto indica que en sangre,
cerebro y testiculos, la radiocactividad detectada es debida al
plasma circulante y no a acumulacidédn en dichos d6rganos. S6lo en
el caso de valores muy superiores a 1 como en las glandula de
Harder, higado, tejido adiposo, etc., podemos hablar de
acumulacidén. Esta acumulacidén parece estar asociada a tejidos u
organos con un contenido graso importante, lo cual estéd de

acuerdo al caracter lipdfilo que presenta la Elgodipina a pH
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fisioldgico, es decir en forma de base (pK”', = 4.69, punto 3.1
del apartadc de Antecedentes).

Se observa también un enriquecimiento de radioacpividad
temporal en algunos drganos como higado, vejiga urinaria, colon
y tejido adiposo.

Esta extensa distribucidén observada esta de acuerdo con los
elevados voliumenes de distribucidn calculados en el estudio de
la farmacocinética de la l4C-Elgodipina en ratas después de una
administracidén i.v. (Tabla XXIII, del punto 4.3 del apartado de
Resultados).

Como se observa de los datos de distribucién encontrados,
la mayor radioactividad se alcanza en los Organos Yy fejidos
asociados con la excrecidn y/o la biotransformacidn (higado,

rifiones y tracto grastro-intestinal).

5.10.- ESTUDIO DE LA DISTRIBUCION TISULAR DE l4C-ELGODIPINA EN

RATA DESPUES DE ADMINISTRACION ORAL.

Este estudio es paralelc al descrito en el punto anterior
estudidndose la distribucién en tejidos de la 14%c-Elgodipina,
después de una dosis Gnica por via oral y determinando a lo largo
del tiempo que Organos soportan mayor concentracién de farmaco

Yy en cuales tarda mas tiempo en eliminarse.

Para ello se emplean ratas adultas Wistar (21 machos de 270
+ 15 g ¥ 21 hembras de 229 * 10 g) en el estudio entre 15 minutos
y 24 horas. Para el estudio a 48 horas, se emplean los animales

dosificados en el estudio de 1la farmacocinética con %c-
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Elgodipina por via oral y sacrificados a las 48 horas, 6 machos
de 244 + 8 g yv 6 hembras de 211 * 10 g (punto 5.4, del apartado
de'resultados).

Para el estudio a 120 horas, se emplean los animales
dosificados en el estudio de la tasa de exXcrecidn en orina y
heces de l%4C-Elgodipina por via oral y sacrificados a las 120
horas, 4 machos de 274 * 5 g y 4 hembras de 214 * 2 g (punto 5.6,

del apartado de resultados).

Los animales se aclimatan al menos durante 5 dias en el
laboratorio de radioisdtopos, se separan en grupos de 3
individuos y se dosifican con una disolucién de %c-Elgodipina
mediante una sonda géastrica (puntos 4.4.4 y 4.7.3 del apartado
de Materiales y Métodos).

La dosis administrada es de 1 mg/kg, 40 uCi/kg.

Una vez dosificados los animales se sacrifican a
tiempos predefinides (0.25, 0.5, 1, 2, 6, 12, 24, 48 y 120
horas), tomando una muestra de sangre (5-10 ml) y los mismos

érganos/tejidos seleccionados en el estudio intravenoso.

Los procedimientos de preparacién de las muestras, los
linites de deteccién, los calculos de la concentracién quimica
equivalente y los calculos de distribucidn son iguales a los

descritos en el punto anterior del estudio intravenoso.
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Las tablas XLIII vy XLIV muestran los valores de
concentracién quimica equivalente por g de tejido himedo,
determinados en cada uno de los dérganos o tejidos, a distintos
tiempos y para ambos sexos.

Las tablas XLV y XLVI muestran los mismos valores pero
expresados como % dosis/g de tejido himedo.

Las tablas XLVII y XLVIII, muestran los valores de %
dosis/6rgano o tejido, haciendo uso de la tabla alométrica
anteriormente descrita.

Para poder relacionar 1la perfusién del é&rgano con 1los
valores de concentracién encontrados en cada 6rgano o tejido, las
tablas XLIX y L, muestran las relaciones tejido/plasma para ambos
sexos.

Con el fin de mostrar la evolucidn temporal de las
concentraciones de Elgodipina en los distintos érganos y tejidos,
las figuras 28 a 31 representan las concentraciones quimicas
equivalentes por gramc de tejido himedo determinadas a 0.25, 1,

6 y 12 horas, respectivamente.



Tabla XLIIT

Concentracién de radioactividad en tejidos después de una dosis p.o. (1l mg/kg, 40 uCi/kg) de *C-

Elgodipina a ratas machos.

(Los valores se expresan como ng eqg./g de tejido humedo).

2800/ ORGANG | ng &g./g de tejido himedo. Valores medios + B.8.M. (n = 3). MACHOS ‘
s IPY T Y T T T T T Y T
I BAZO I 32.931.9 l N.D. | 29.8+6.9 I 45.0+18.2 I N.D. I N.D. | N.D. | R.D. 1 N.D. I
" VEJIGA URINARIA I N.D. | 21.7+41.1 ] 36.4+6.3 I 132.9423.4 I 82.8426.2 I N.D. | N.D. | N.D. | N.D "
| TESTICULD I N.D. | N.D. I N.D. I N.D. I N.D. I N.D. | N.D. l N.D. | N.D "
I GLANDULA ADRBNAL ! 119.24+43.8 | 111.3422.9 I 144.5+24.6 I 196.3467.4 I 91.34+7.7 I 25.242.2 | N.D. | N.D. | N.D "
| RIﬁON I 242.14122.6 | 149.9+15.8 1 300.04143.8 I 211.7450.5 I 101.6417.7 I 34.143.6 | 28.7+2.5 I N.D. | N.D "
| HIGADO | 1087.34112.3 I 975,.5+4125.2 | 7585.14232.9 I 1065, 7+392.9 I 1131.0+51.1 I 522.7+69.7 [ 500.3+64.1 I 199.748. | 79.547. "
| GLANDULA SALIVAR | 29.144.6 I 30.345.0 | 42.249.5 ] 44.443.9 I 286.543.5 ] N.D. l N.D. I N.D | N.D "
| COLON | 111.6465.0 I 50.4+411.4 | 51.6+13.1 1 44,64+7.0 I 316.6+12.4 ! 78.921€.8 I N.D. I N.D | N.D "
I GLANDULA HARDER I N.D. | N.D. I 38.4+3.5 I B9.5437.1 l 48.54+.6.7 I 23.6412.0 I N.D. l N.D | N.D "
| GRASA (ABDOMINAL) I N.D. I N.D. I 32.943.4 I 64.8429.0 i 40.741.6 I N.D. I N.D. I N.D I N.D. "
I GLAND. TIROIDES I 81.1435.2 I 21.2412.0 I 49,.4429.2 ! §31.349.4 I 20.7+10¢.8 I N.D I N.D. I N.D. I N.B. "
I TIMO I 49.1412.2 ] 20.0411.2 l 56.7421.4 I 34.145.1 I N.D. I N.D I N.D. I N.D. I N.D "
J YEBYUNO l 24.6 | 5E6.24286.6 l 259.8+4126.0 I 341.84129,7 I 89.8411.7 I N.D ‘ N.D. I N.D. I N.D "
“ PIEL I N.D. | N.D, ‘ 39.2 I 45.3+10.8 I 39.245.5 I N.D 1 23,5+1.0 | N.D. | N.D. “
| MUSCULO | N.D. | N.D. | 31.7+19.8 I N.D. I N.D. I N.D. | N.D. I N.D l N.D “
| PULMON | 92.1+18.1 [ 74.4122.6 | 98.8417.2 i 129.4454.5 I S8.7431.0 I N.D | N.D. I N.D. I N.D "
I CORAZON | 47.345.0 I 29.144.7 | 51.449.2 I S50.6+8.2 | N.D I N.D | N.D. I N.D. I N.D "
I CEBREBRO I N.D. ] N.D. I N.D. | N.D. | N.D. | N.D I N.D. | N.D. ‘ N.D. "
I BSTOMAGO I_3350.32552.7 | 3749.7+2587. | 3457.04+548.6 I 782.74325.1 I 107.0465,.2 I N.D I N.D. I N.D l N.D. "
| MBDULA OSEA I 32.924.8 | N.D. I £§3.74+14.9 I 75.6+15.6 I 52.338.5 I N.D ] 25.842.8 I N.D. 1 N.D "
" PLASMA | 58.1+2.8 | 78.64+12.1 I 85.040.7 I 112.9+21.9 l £6.9+15.9 I N.D. | N.D. | N.D I N.D u
" SANGRE BNTERA | N.D. I 49. 115 [+] ! 47. 112 9 I 54.8+9.0 I 26.9414.1 I N.D | N.D. I N.D I N.D. ”
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Tabla XLIV

Concentracién de radiocactividad en tejidos después de una dosis p.o.(l mg/kg, 40 uCi/kg) de *C-
Elgodipina a ratas hembras. (Los valores se expresan como ng eq./g de tejido himedo).

| ng eq./q de tejido hiimedo. Valores medioam + E.S.M. (n = 3). HEMBRAS "
TEJIDO/ORGAND -

‘ | 0.25 h (na=2) I 0.5 h I 1h I 2 h ! € h | 12 h I 24 h | 48 h I 120 h
| BAZO | 26.9 I 200.848L.0 | 232.4179.5 I 112.64+37.0 | £2.04+28 .4 ' N.D. I N.D. | N.D I N.D.
J VBJIGA URINARIA | N.D. I 172.6495.0 | 159.7464.6 | 111.3410.7 | 131.644.8 I N.D. I N.D. | N.D I N.D. "
I OVARIO | 21.7 I 148.5455.8 | 205.2358.5 I 100.2430.0 | 49.817.8 | N.D. I N.D. I N.D I N.D. "
J GLANDULA ADRENAL | 97.4 I 567.9+202.0 | 814.84+283.0 l 334.8429.5 ] 125.2+15.1 | 23.241.3 I N.D. i N.D. I N.D. u
u RIfON ! 76.3 I 550.04219.5 | S08,0+181.4 I 293,9451.9 I 100.5+3.3 | 36.5+2.8 I 25.5+0.5 I N.D. I N.D. ﬂ
| HIGADO I 352.0 I 2743.941180, ] 1958,54642.0 | 2088.8+356.9 I 1246.1378.8 | 608.6494.1 I 499.6129.8 I 227.9+6.9 | 72.547.4 H
J GLANDULA SALIVAR l 23.5 | 186.8457.6 ’ 289.24120.9 I 238.7+126.0 | 87.5430.3 I N.D. I N.D, I N.D. | N.D ”
| COLON ] 70.0 I 297.7+68.8 l 226.14114.32 | 86,7432.2 | 341.14151.4 I 52.314.5 I N.D. I N.D. I N.D "
I GLANDULA HARDBR 1 36.0 | 1568.5450,9 i 305.9+125.8 | 219.7482.4 I 209.2426.3 l 68.748.4 I 48.3410.1 I N.D. | N.D "
" GRASA (ABDOMINAL} 1 N.D. I 132.9461.5 I 215.7457.1 | 78.9+7.4 I 257.9476.2 I 43.117.9 | 44,8410.4 | 32.442.48 I N.D "
I GLAND. TIROIDES | 79.8 | 162.1+46.4 | 195.14+46.7 | 96.2428.1 | 57.4+10.1 | N.D. I 22.5411.4 I N.D. I N.D "
J TIMO | N.D. I 115.7412.4 i 1S0.,2450.4 | 79.8420.5 I 29.5+43.1 I N.D. l N.D. I N.D. | N.D "
H YEYUNO ] 86 .6 I 1714.84959.9 I 998.9+49.8 | 175.1 I 75.348.2 I 30.5+417.8 i N.D. | N.D. I N.D "
” PIEL I N.D. | 38.143.0 | S4.0423.2 | 55.7+11.4 | 31.642.4 I N.D. I N.D. I N.D. | N.D "
ﬂ MUSCULO l N.D. | 58.7+24.7 | 66.8422.0 | 32.416.8 I N.D. l N.D. | N.D. I N.D. | N.D. “
” PULMON ] 116.8 | 403.7+176.8 I 439.,04129.2 | 232.2189.6 I 61.1+2.6 I N.D, | N.D I N.D. I N.D. u
" CORAZON I 44.2 i 181.8+84.4 I 163.0441.4 | 77.346.5 | 31.641.7 I N.D. i N.D I N.D. | N.D. ”
" CRREBRO | N.D. | N.D. I N.D. | N.D. I N.D. I N.D I N.D. I o.D. I N.D. ”
I BSTOMAGO | 2499.6 I 4622.6+1679. I 3206.141713. | 1187.7+183.7 I 45.343.8 I N.D. I N.D. | N.D. I N.D. ”
I MBDULA OSBA I 6€7.9 ! 152.74+42.8 I 209.3146.1 | 143.5418.7 I 75.7424.9 | N.D. } N.D. I N.D. I N.D. "
I PLASMA | 37.3 I 168.5465.8 I 189.5438.3 | 153.2+13.7 I 63.,243.5 I N.D. | N.D | N.D | N.D. "
I SANGRR ENTERA I N.D I 115.5140.2 I 115.2422.9 I 85.716.3 I 36.5+1.9 | N.D I N.D. I N.D. | N.D. "
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Tabla XLV

Concentracidn de radioactividad en tejidos después de una dosis p.o. (1l mg/kg, 40 uCi/kg) de *C-
Elgodipina a ratas machos. (Los valores se expresan como % dosis/g de tejido himedo).

I % dosis/g de tejido hGmedo. Valores medios i E.5.M. (n = 3). MACHOS ”

TEJIDO/ORGANG i

| £.25 h ] 0.5 h I 1h I 2 h | 6 h I 12 h I 24 h I 48 h l 120 h |

| BAZC I 0.01 + | I I I | I N.D. I
I VEJIGA URINARIA I N.D | 0.01 + 0.00 I 0.01 + 0.00 ! 0.04 4 0.01 I 0.03 + 0.01 I N.D. I N.D I N.D. | N.D. "
' TBSTICULO I N.D I N.D. I N.D. I N.D I N.D I N.D. | N.D. I N.D I N.D. "
| GLANDULA ADRENAL ! 0.04 + 0.02 | 0.04 + 0.01 I 0.05 + 0.01 ’ 0.07 + 0.03 I 0.03 + %.00 I 0.01 £ 0.00 I H.D I N.D I N.D. "
" RINON I 0.09 £+ 0.04 | 0.06 + 0.0 I 0.11 + 0.05 I 0.08 + 0.02 I 0.03 + 0.01 I 0.01 + 0.00 I 0.01 + 0.00 I N.D. I N.D. "
‘ HIGADO I 0.38 + 0,04 | 0.38 + 0.04 I 0.28 + 0.03 ‘ 0.38 + 0.14 I 0.42 + 0.02 I 0.20 + 0.03 | 0.19 + 0.03 I 2.08 + 0,00 | 0.03 + 0.00 "
J GLANDULA SALIVAR l 0.01 + 0.00 | 0.01 + £.00 I 0.01 + 0.00 ] 0.02 £ 0.00 I 0.01 + 0.00 I N.D. I N,D | N.D | N.D. "
| COLON | 0.04 £ 0.03 | 0.02 + 0.01 I 0.02 + 0.01 I 0.02 + 0.00 I 0.11 + ©.00 I 0.03 ¢+ 0.01 I N.D I N.D. | N.D. "
J SGLANDULA HARDER | M.D I N.D. I 0.01 + 0,00 | 0.03 + 0.02 I 0.02 + 0.00 I 0.01 ¢ 0.01 I N.D I N.D. I N.D. "
" GRASA (ABDOMINAL) | N.D. l N.D. I 0.01 + ©.00 | G.02 + 0.01 I 0.02 + 0.00 I N.D I N.D I N.D. [ N.D. "
| GLAND. TIROIDES | 0.03 +# 0.01 I 0.01 + 0.01 I 0.0z  0.01 | 0.02 + 0.01 I 0.01 + ©.00 I N.D I N.D I N.D I N.D. "
.J TINO | 0.01 + 0.00 I 0.01 + 0.01 I 0.02 4+ ©.01 | 0.0l + 0.00 I N.D I N.D l N.D I N.D. | N.D. "
| YEYUNO [ 0.01 I 0.22 + 0.11 I 0.:0 + 0.05 | ©.12 + 0.05 I 0.03 + 0.00 I N.D. I N.D l N.D. I N.D. "
‘ PIEL i N.D. I N.D. ] 0.02 | 0.02 + .00 | 0.01 £ D.60 I N.D I 0.01 + 0.00 I N.D. ! N.D. "
I MUSCULQ I N.D. I N.D l 0.01 + 0.01 l N.D. I M.D I N.D. ] N.D. I N.D. I N.D. “
! PULMON I 9.03 & 0.00 I 0.03 + 0.01 | 0.04 + 0.0 l 0.04 + 6.02 1 0.02 + 0.01 I N.D | N.D, I N.D I N.D. “
I CORAZON ! $.02 + 0.00 I 0.01 + 0.00 ! 0.02 + 0.01 I 0.02 + 0.00 I MN.D l N.D. | N.D. I N.D. I N.D. “
| CEREBRO I N.D. I N.D | N.D i N.D | N.D | N.D | N.D. l N.D. I N.D. "
| ESTOMAGO I 1.17 + 0.21 l 1.51 + 1.07 | 1.29 + 0.21 I 0.27 + 0.11 | 0.04 £ 0.023 | N.D | N.D. | N.D. ! N.D. H
| MEDULA OSEAR I 0.01 + 0.00 I N.D. | 0.02 ¢+ 0.01 I 0.03 £ .01 | 0.02 + 0.01 | N.D | 0.01 + 0.00 l N.D. I N.D. "
| PLASMA I ©.02 + 0.00 I 0.02 + 0.01 | 0.03 + 0.01 I 0.04 + 0.01 | ¢.03 ¢ 0.01 | N.D. | N.D | N.D I N.D. "
" SANGRE ENTERA ! N.D. I 3.02 + 0.00 | 0.02 + 0.00 I 0.02 + 0.00 | 0.01 + 0.00 | N.D | N.D | N.D I N.D "
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Tabla XLVI

Concentracidn de radioactividad en tejidos después de una dosis p.o.(l mg/kg, 40 pCi/kg) de *C-

Elgodipina a ratas hembras. (Los valores se expresan como % dosis/g de tejido himedo) .

% dosis/g de tejido himedo. Valores medios + E.S.M. {(n = 3). HEMBRAS "

TEJIDO/ORGAND

| ¢.25 h (n=2) | 0.5 h | 1h | 2 h | 6 h I iz h i 24 h | 48 h i 120 h |
| BAZO | 0.01 | 0.08 + 0.04 | 0.10 + 0.03 l 0.05 £ 0.02 | 0.03 + 0.01 | N.D. | N.D. I N.D. l N.D. |
| verrea vrivarza | N.D. | 0.08 + 0.04 l 0.07 + 0.03 | o.05 + 0.00 | .06 + 0.00 I N.D. | N.D. | N.D. I N.D. I
| ovarzo ' 0,01 | 0.06 + 0.03 | 0.00 + 0.03 | 0.04 + 0.01 | g.02 + 0.00 | N.D. | N:D. I N.D | N.D. Il
" GLANDULA ADRENAL | 0.04 | o.2s £ 0.09 | o.1s 4+ 0.13 I 0.14 + 0.02 | o.06 + 0.01 | .01 + 0.00 | N.D. I K.D 147 N.D. "
I RINGN | ¢.03 | 0.24 4+ 0.10 I 0.22 & 0.08 | o.12 + 0.02 | .08 £ 0.00 I 0.02 # 0,00 | ¢.01 + 0.00 | K.D | N.D. “
| n1can0 I 0.15 | 1.19 + 0.52 | o.es + 0.29 | .67 + 0.15 | 0.61 + 0.04 | 0.2 + 0,05 | o.22 3+ 0.01 I 0.11 + 0.00 ! 0.03 + 0.00 |
J GLANDULA SALIVAR I 0.01 | 600 + 0.03 | .13 + 0.06 I 0.10 + 0.05 Y + 0.01 | N.D. | N.D. | N.D | N.D. |
I COLON I 0.03 | o.13 £ 0.03 I 0.10 + 0.05 | 0.03 + 0.01 | o.15 + 0.07 | 0.02 + 0.00 | N.D. l N.D | N.D. “
| GLANDULA HARDER | 0.01 | 0.07 + 0.02 I 0.13 + 0.06 b 0.0 £ 0.04 | 0.10 + 0.01 I 0.03 4 0.01 | o.02 + 0.01 | N.D | N.D. l
I GRASA (ABDOMINAL) | N.D. | 0.06 ¢ 0.02 | o.00 + 8.02 P 0.0 4 0.00 | 6.1i + 0.03 | 0.0 + 0.00 | 0.02 + 0.01 | N.D. | N.D. Il
| GLAND. TIROIDES I 0.03 | 6.07 + 0.02 | .08 + 0.02 ! ©.05 + 0.01 | o.03 + 0.00 | N.D. | 0.01 + 0.01 I N.D. | N.D. “
I TIMO I N.D. | .08 + 0.02 | 0.07 + ©0.02 | ©.03 + 0.01 | 6.01 + 0.00 I N.D. | N.D | N.D | N.D. "
u YRYUNO | 0.04 l 0.74 + 0.41 | 0.43 + 0.02 | 0.07 | ©.03 + 0.00 | 0.01 + 0.01 I N.D | N.D | H.D ”
| exen I N.D. I ©.02 + 0.00 | 0.0 + 0.01 | 0.0 + 0.00 | 0.01 ¢+ 0.00 I N.D. i N.D. | N.D. | K.D H
| MUSCULO I N.D. | 5.03 + 0,01 | 0.0 £ 0.01 I 0.01 + 0.00 | N.D. | N.D. I N.D. | N.D. | N.D ”
ll PULMON | 0.05 | 0.10 + 0.08 I D.19 + 0.08 | 5.10 + 0.04 | .03 + 0.00 I N.D. I N.D. { N.D. | N.D u
Il corazon | ¢.02 I 0.08 + 0.04 | 6.0 + 0.02 | o.03 + 0.00 I 0.01 & 0.00 I N.D | N.D, I N.D. | N.D ”
| cerzero I H.D. | N.D I N.D | N.D. l N.D I N.D. | N.D. | N.D. l N.D u
” ESTOMAGO | 1.08 | 2.00 + 0.74 | 135 t+ 0.63 I 0.50 + 0.08 | 0.0 + 0.00 | N.D I N.D | N.D. ; N.D. u
I MEDULA OSEA I .03 Y + 0.02 | 0.09 + 0.02 | o.06 + 0.01 I 0.04 + 0.01 I N.D. | H.D | N.D | N.D. “
" PLASMA | 0,02 I 0.08 + 0.03 | 0.08 + 0.02 | o.06 + 0,01 I 0.03 + 0.00 | N.D | N.D. | N.D. | N.D. “
“ SANGRE_ENTERA | N.D | o.05 + 0.02 | o.0s + 0.01 I 0.03 + 0.00 | 0.0 + 0.00 | N.D | N.D. | N.D [ N.D. ”
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Tabla XLVII

Concentracién de radioactividad en tejidos después de una dosis p.o. (1 mg/kg, 40 uCi/kg) de ™C-
Elgodipina a ratas machos. (Los valores se expresan como % dosis/érgano o tejido).

781D /ORGANO I % dopis/érganc o tejido . Valores medios + B.8.M. (n = 3}. MACHOS “

I 0.25 h I 0.5 h ' 1h I 2 h | 6 h ’ 12 h I 24 h I

| BAZO I 0.01 + 9.00 I 0.01 + 0.00 E 0.01 + 0.00 I 0.01 + 0.01 | N.D. ] N.D. I N.D. 1
" VEJIGA URINARIA | N.D. I 0.01 + 0.00 ‘ ¢.01 £+ 0.00 I 0.01 + 0.00 | ¢.01 + 0.00 ] N.D. I N.D. "
| TBSTICULO I N.D. I N.D. I N.D. I N.D. | N.D l N.D. I N.D. "
| GLANDULA ADRENAL I 0.01 + 0.01 | 0.01 + 0.00 I 0.01 + 0.00 I 0.01 ¢ 0.00 | ¢.01 £ 0.00 I 0.01 £ 0.00 I N.D. "
" RINON | 0.19 + 0.08 l 0.12 + 0.01 I 0.2 + 0.13 I Q.17 + 0.04 | 0.09 + 0.02 l 0.02 + 0.00 I 0.02 & 0.00 I!
| HIGADO I 2.73 + £.27 I 3.24 + 0.33 I 2.57 + 0.77 I 3.41 + 1.18 | 4.43 + 0.11 ] 3.01 + 0.38 I 2.78 + 0.51 “
| GLANDULA SALIVAR I 0.01 £ ©.00 l 0.0 ¢ 0.00 i ¢.01 + 0.00 I 0.01 + 0.00 | ¢.01 £ 0.00 ! N.D. I N.D. "
|| GRASA (ABDOMINAL) I N.D. I N.D. ! 0.19 £+ 0.00 I 0.40 + 0.20 | ¢.32 + 0.07 I N.D. I N.D. "
“ TIMO I 0.01 + 0,00 I 0.01 ¢ 0.01 I Q.02 + 0.01 I 0.0 + D.00 | N.D i N.D l N.D. "
" PIEL I N.D. I N.D. ! 0.74 I Q.86 + 0.16 | 0.03 + 0.01 | N.D. I 0.46 + 0.00 “
E MUSCULO I N.D. I N.D. l 1.25 + 0.73 I N.D. I N.D | N.D. I N.D "
I PULMON I 0.05 + £.61 I 0.03 + 0.01 | 0.05 + 0.01 I 0.06 + 0.02 | Q.03 + 0.01 | N.D I N.D "
“ CORAZON I 0.02 £ ©.00 I 0,01 + 0.00 I 0.02 + 0.01 I 0.02 + 0.00 ! N.D. | N.D. I N.D "
I CEREEBRO I N.D. I N.D. I N.D. I N.D. ! N.D. | N.D. ! N.D. "
| ESTOMAGO I 1.83 ¢ 0.29 I 2.01 £+ 1.34 I 2.03 + 0.26 I 0.45 + 0.23 I 0.07 + 0.05 | N.D I N.D. "
I MEDULA QOSBA I 0.0F £ D.00 ] N.D. I 0.02 + 0.01 I 0.02 + 0.01 | 0.02 + 0.01 | N.D I 0.01 + 0.00 |!
I PLASMA I 0.23 £ 0.01 | 0.31 4+ 0.07 I 0.36 + 0.03 I 0.50 + 0.09 I 0.29 + 0.07 I N.D I N.D. ”
" SANGRE ENTERA I N.D | 0.26 4+ 0.01 I 0.38 -1-_0.01 I 0.47 + 0.06 I 0.25 + 0.06 | N.D I N.D. _l!
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Tabla XLVIII

Concentracién de radicactividad en tejidos después de una dosis p.o. (1l mg/kg, 40 uCi/kg) de *C-
Elgodipina a ratas hembras. {(Los valores se expresan como % dosis/érganc o tejido).

TEJIDOIORGANO | x dnsis/érgano [=] Cﬂj ide . Valores medios + BE.S5. M. {n = 3). HEMBRAS
| TR | easn 1 esn | oaw | an 1 en 1 azw | an |
| BAZO | 0.01 I 05 4+ 0.062 | 0.06 + 0.02 I .02 » 0.01 | 0.01 + 0.01 I N.D. ! N.D I
" VEJIGA URINARIA | N.D I .01 .00 | 0.01 + 0.00 | .01 + 0.00 | 0.01 £ 0.00 I N.D. I N.D "
" CVARIO | Q.01 | .01 .00 | 0.01 + 0.00 | .01 &+ 0.00 | 0.01 + 0.00 I N.D. I N.D. "
" GLANDULA ADRENAL | 0.01 I 02 .01 | 0.02 + 0.01 I .01 & 0.00 | 0.01 ¢+ 0.00 I .01 4+ 0.00 I N.D II
Il rrston | 0.08§ | 0.44 a6 | 0.39 & 0.14 | 0.6 + 0.03 | o.00 + 0.01 | 6.03 4 0.01 | 02 + 0.00 |
” HIGADO I 1.03 I .65 .74 | 5.90 + 2.03 I .66 + 0.79 | 4.46 + 0.40 I .6% + 0.40 I 16 + .12 I
!] GLANDULA SALIVAR I Q.01 I .04 .01 | d.08 + 0.02 I .04 + 0.01 | 0.03 + 0.02 I N.D. I N.D I
1 GRASA{ABDOMINAL) | N.D I .00 .37 | 1.%3 + 0.38 I .57 + 0.086 | 1.78 + 0.54 I .27 ¢+ 0.05 I 33 % .11 I
.I TIMG | N.D. I .03 .01 | 0.03 + 0.01 I .01 + 0.00 | 0.0 + 0.00 I N.D. I N.D. I
!I PIEL | N.D I .70 .14 | .97 + 0.36 I .01 + 1.14 | 0.53 + 0.14 I ) N.D. I N.D. "
I MUSCULG | N.D | .BO .24 | 3.16 + 1.19 I .45 4+ 0.36 | N.D. ! N.D. ' N.D. "
I PULMON | Q.07 I .20 .08 | 3.27 ¢+ ¢.08 I .11 + 0.04 | Q.03 + 0.00 I N.D l N.D "
!! CORAZON [ 0.01 I .07 03 | 6.07 + 0.02 I .03 + 0.00 | 9.01 &+ 0.00 I N.D. I N.D "
i CBREBRO I N.D. | N. I N.D. I N.D. | N.D. I N.D ! N.D. "
| BSTOMAGO I 1.24 I .64 .97 I 1.67 + 0.%0 I .58 + 0.08 | 9.02 £ 0.00 I N.D. I N.D. |!
| MEDULA OSEA I 0.02 I .05 .02 I 0.07 £ 0.02 | .06 ¢+ 0.01 l 9.03 £+ 0.01 l N.D. | N.D I!
I| I 0.18 I .74 .26 I 0.74 £+ 0.16 | .81 + 0.08 l 0.27 + 0.00 I N.D. | N.D. l!
” SANGRE ENTERA I N.D I .91_.- .27 I 0.81 + 0.18 | .56 E_U.Oﬁ I 0.31 4+ 0.00 ! N.D. | N.D. “
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Tabla XLIX

Relacién de radiocactividad tejido/plasma después de una dosis p.o.(l mg/kg, 40 uCi/kg) de *C-
Elgodipina a ratas machos. (Los valores se expresan como % dosis/érgano o tejido).

| Relacién tejido/plasma. Valores medios t E.S.M. (n = 3). MACHOS H
TEJIDO/ORGANO ’

0.5 h I 1 h I 2 h 6§ h I

o.ash | I
I BAZO I 0.57 + 6.03 I N.D. Q.34 + 0.08 I 0.37 + 0.08 I N.D. I
| VBIIGA URINARIA I N.D. I 0.30 + 0.06 | 9.43 + 0.08 ' 1.23 + 0.41 I 1.21 £+ 0.21 I
| TBSTICULO I N.D. ! N.D. | N.D. I N.D. I N.D. |
I GLANDULA ADRENAL I 2.01 + 0.67 I 1.41 + 0.11 | 1.71 + ©.31 l 1.67 + 0.28 I 1.47 & 0.25 |
l RINON l 4.06 + 1.92 l 1.95 + 0.18 | 3.55 + 1.73 I 1.84 + 0.09 I 1.56 ¢ 0.10 I
J HIGADO I 18.65 + 1.20 I 12.61 + 1.03 | B.85 + 2.70 ‘ B.82 + 1.66 l 18.31 + 2.95 I
H GLANDULA SALIVAR I 0.50 + ©.06 I 0.3% 4+ 0.04 | Q.51 + 0.11 ! 0.42 + 0.09 | 0.45 + 0.08 |
| COLON I 2.04 + 1.28 I 0.72 + 0.26 I 0.61 + 0.15 | 0.40 + 0.01 I 5.26 + 1.14 l
J GLANDULA HARDER I N.D. I N.D. I 0.45 + 0.04 | 0.75 + 0.20 I 0.76 + 0.07 I
“ GRASA {ABDOMINAL) I N.D. ‘ N.D. I 0.39 + 0.04 | 0.53 + 0.15 l G.67 + 0.12 “
| GLAND. TIROIDES I 1.38 &+ 0.58 | 0.23 + 0.12 I 0.59% + 0.35 | 0.48 + 0.06 I -0.30 + 0.16 “
| TIMC I 0.73 4+ 0,19 | 0.30 + 0.20 I 0.67 & 0.26 | 0.31 + 6.02 I N.D "
| YEYUNO I 0.74 | 8.16 + 4.08 I 3.08 &+ 1.50 | 3.00 + 0.87 | 1,41 £ 0.17 |
I PIRL I N.D | N.D. I 0.46 l 0.41 + 0.09 | 0.66 + 0.19 |
I MUSCULO I N.D | N.D. I 0.37 + 0.23 ! N.D. | N.D. ”
| PULMON 1 1.58 + 0.28 ‘ 0.91 + ©.15 I 1.16 + 0.21 I 1.07 + 0.25 l 0.77 + 0.24 |
I CORAZON | 0.8 + D.05 I 0.37 + 0.01 I 0.61 + 0.11 I 0.46 + 0.08 l N.D. L
I CBREBRO | N.D I N.D. I N.D. I N.D. l N.D. l
| BSTOMAGC | 57.13 + 7.88 I 60.93 +47.23 l 40.61 + 6.30 I B.43 + 4.49 I 1.35 + 0.53 I
l MEDULA QSEA l 0.56 + 0.06 I N.D. l 0.63 + 0.18 I 0.67 + 0.04 I 0.87 & 0.25 |
| SANGRE ENTERA I N.D. I D.GE_E 0.02 | 0.56 + C.04 I 0.50 + 0.05 I Q.34 + 0.18 I
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Tabla L

Relacidén de radiocactividad tejido/plasma después de una dosis p.o. (1l mg/kg, 40 uCi/kg) de *C-
Elgodipina a ratas hembras. (Los valores se expresan como % dosis/érganc o tejido).

59100/ ORGANO | Ralacién tejido/plasma. Valores mediss + E.S.M. (n = 3). HEMBRAS I

| 0.25 h | 0.5 h ‘ 1h I zh | 6 h |

| azo j 0.72 I 1.04 + 0.07 | 1.5 + 0.21 | o0.ma + 0.17 l 1.00 + ©0.47 l
| VBJIGA URINARIA I N.D. | o.e3 + 0.20 | o.78 + 0.17 | 0.75 ¢ 0.13 I 2.09 & 0.13 "
| OVARIO | 0.58 | 0.77 + 0.02 | 1.06 + 0.23 | 0.63 + 0.13 | 520 + 0.15 |
I GLANDULA ADRENAL | 2.61 | 3.11 4 0.3 1 4.03 + 0.68 215 + 0.13 | 2.00 + 0.30 |
F RINON [ 2.05 ' 2.81 + @.17 I 2.52 + 0.42 l 1.90 ¢+ 0.22 , 1.60 + 0.14 l
HIGADO I 9,42 | 13.10 + 2.49 | 10.16 + 1.83 | 13.46 + 1.11 | 21.53 + 2.31 i

| GLANDULA SALIVAR | 0.63 l 1.04 + 0.07 | 1.36 4 0.35 I 1.45 + 0.64 | 143 + 0.56 |
| corow | 1.88 | 2.54 + 1.57 1 1.06 + 0.36 | 6.5 + 0.15 | 5.40 + 2.49 |
| srLanovra naroer | 0.96 | 0.87 + 0.08 | 2.4 + 0.36 | 127 + 0.39 I 32.37 + 0.57 |
I GRASA (ABDOMINAL) l ¥.D. | 0.7s + 0.24 | 1.12 + 0.08 | 0.52 + 0.05 | 4.2 + 1.40 |
l_GLAND. riroroes | 2.14 | .03 + 0,13 I 1.01 + 0.04 | o.6e £ 0.07 | o.52 + 0.17 |
| zomo i N.D. ! 0.78 + 0.27 | a.7s 4 0.11 0.51 + G.09 | 0.47 4 0.07 |
l YEYUNO I 1.16 | 10.34 + 4.89 I 5.81 + 1.33 1.24 l 1.18 + 0.06 I
| PIBL | N.D. | 0.26 + 0.09 I 0.26 + 0.06 | 6.3 + 0.04 | 0.50 + 0.01 |
| svscuro { N.D. I 0.30 + 0.03 | .34 + 0.05 | 0.2 + 0.03 | N.D. I
I PULMON ! 2.97 | 2.0 + 0.24 | 2.22 + 0.24 1.45 + 0.43 [ o.s9 + 0.03 Il
| CORAZON | 1.19 | .50 + 0.12 | 0.4 + 0.05 0.50 + 0.01 | .50 + 0.04 |
| cerasro | H.D. | N.D | N.D | N.D. | N.D |
| zaromaco ] §6.96 J 23.72 + 2.30 | 16.58 + 8.96 1, 7.69 & 0.62 | 0.73 + 0.0% I
l MEDULA OSHA I 1.82 | 0.e7 + 0.09 | 1.0s + 0.07 l 0.95 + 0.16 122 £ 0.42 I
!l_SANGRB evrera | N.D | o 61 + .01 l ¢.61 3 0.01 | o.s6 £ 0.01 | o.58 + 0.02 |
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Como es 1ldgico, después de la administracidén oral las
concentraciones de radiocactividad mas elevadas se detectan en el
estédmago (mayor de 3000 ng eq./qg tejido hiGmedo, 1 hora post-
dosis). Concentraciones inferiores se encuentran en el tracto
gastro-intestinal (yeyuno y colon). Concentraciocnes medias o
bajas se detectan en glandulas adrenales, pulmones y rifiones en
los machos y en gladndulas salivares y tejido adiposo en las
hembras. Las concentraciones mas pequefias se detectan en el
tejido muscular y piel de ambos sexos y en algunos érganos de los
machos (bazo y glandulas salivares).

En el cerebrec de ambos sexos y en los testiculos, no se
aprecia radiocactividad a ningin tiempo. Sin embargo, en las
hembras se detectan concentraciones medias de radiocactividad en
los ovarios.

A las 48 horas y 120 horas después de la administracién,
sb6lo se encuentra radioactividad en el higado.

La comparacion estadistica, mediante un ANOVA de dos vias
(p<0.05), no muestra diferencias entre ambos sexos, a excepcién
del colon y el yeyuno (p<0.0l1). En los rifiones, piel y estémago,
no se cobservan diferencias significativas.

Aungue no estadisticamente significativas, las
concentraciones de radicactividad determinadas en los 6rganos y
tejidos de las hembras siempre son mayores y a tiempos superiores
gque en los de los machos. Estas diferencias pueden ser debidas
a la descrita diferente biotransformacién de las 1,4
dihidropiridinas entre los machos y las hembras de rata (Krauser,

H.P., 1988 y Baarnhielm, C., 1986).
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La estimacién de la concentracidn de radicactividad en las
células sanguineas, a través de la relacidn de radiocactividades
determinadas en el plasma y en la sangre entera, indica que la
mayor parte de la radiocactividad circulante se encuentra en el
plasma, siendo minima la ligada a las células de la sangre. La
relacién radioact. en sangre/ radioact. en plasma permanece
practicamente constante durante el tiempo que abarca el estudio,
variando de 0.50 a 0.63 (valor tebrico 0.57).

El perfil de distribucidén que muestra la l4c-Elgodipina y/o
sus metabolitos, indica que el producto es heterogéneamente
distribuido en los 6rganos y tejidos. La relacién tejido/plasma
es mayor de 5 en los 6rganos/tejidos relacionados con el tracto
grastro-~intestinal {estdmago, yeyuno y colon) y en el higado. Las
concentraciones de radioactividad en bazo, ovarios, glandulas
salivares y harderianas, tejido adiposo, timo, piel, tejido
muscular, corazén y médula o6sea, son similares a las del plasma
(relacidén tejido/plasma entre 0.34 y 1.82).

La distribucién tisular observada indica que las
concentraciones mayores de radioactividad estan relacionadas con
los 6rganos/tejidos asociados a procesos de absorcién, excrecién
y biotransformacién (higado, rifiones y tracto grastro-
intestinal).

La radioactividad permanece practicamente constante durante
1 hora en el estémago y luego disminuye hasta que no es detectada
(t = 12 horas). En las hembras, las concentraciones maximas se
alcanzan, en la mayor parte de los drganos, 1 hora después de la
administracién; sin embargo, en los machos este maximo se alcanza

a las 2 horas de al) administracién.
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Esta forma de distribuciodn tisular es similar a la descrita
para otras dihidropiridinas. Por ejemploc en el caso de la ldc-
Benidipina (Kobayashi, 1988) después de una dosis oral a ratas
machos de 1 mg/kg, se detectaron las mayores concentraciones de
radicactividad a 0.25 h en el estdmago, a 1 hora en la vejiga de
la orina e intestino delgado, a las 4 horas en el higado, a las
6 horas en tejido adiposo del peritoneo y a las 8 horas en el
intestino grueso. A las 72 horas post dosis, en el higado, rifidn,
grasa, péancreas, bazo y pulmén, las concentraciones de
radicactividad eran mayores que en el plasma, indicando
acumulacién en estos érganos.

Como se puede ver, este perfil de distribucidén tisular es

muy similar al que presenta la l%Cc-Elgodipina.

5.11.- ESTUDIO DEL PASO DE LA BARRERA PLACENTARIA DE léc-

ELGODIPINA, EN RATA, DESPUES DE ADMINISTRACION INTRAVENOSA.

Para este estudio se emplearon 11 ratas Wistar prefiadas de
15 dias de gestacién (el control se realiza mediante frotis
vaginal) de 346 + 26 g de peso. Los animales se estabulan en
grupos de 3-4 animales por jaula, al menos 1 dia antes del
estudio en el laboratorio de radiois6étopos como periodo de
aclimatacién.

La disolucién de 14c-Elgodipina se administra en un "bolus"
en la vena caudal a una dosis de 1 mg/kg (40 uCi/kg).

A tiempos predefinidos (1, 4 y 24 horas), los animales se
sacrifican procediendo a la extraccién de sangre por puncidn

cardiaca y de los siguientes &rganos: Utero, Placenta, Fetos y
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Liquido Amniético, de acuerdo al procedimiento descrito en el
puntc 4.8.6 del apartado de Materialeé y Métodos.

Se toma una alicuota de 50 pl de las muestras de sangre y
el resto se centrifuga para tomar 50 gl de plasma y determinar
la radioactividad total (punto 4.13 del apartado de Materiales
Y Métodos). Los 6rganos/tejidos se pesan enteros (en los gque es
posible), se toma una alicuota de 20 - 100 mg (50 @l de sangre)
y se preparan de acuerdo al procedimiento descrito en el punto
4.9.6 del apartado de Materiales y Métodos.

El limite de deteccién se establece en concentraciones cuya
radicactividad sea igual o inferior al doble del ruido de fondo.

La radioactividad medida en cada muestra se refiere al peso
del 6rgano/tejido o al volumen en el caso de muestras liquidas
(dpn/mg o dpm/ml).

Los valores de concentracidon radioactiva determinados,
expresados en diferentes unidades (cantidad absoluta ng eq./q,
% dosis/g y relacién de radiocactividades tejido/plasma), se
muestran en las tablas LI, LII, y LIII y la representacién
gridfica de la evolucién temporal de la radiocactividad en 1los

6rganos considerados, se muestra en la Figura 32.
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Tabla LI

Concentraciones absolutas de radiocactividad en tejidos de ratas
prefiadas después de una dosis i.v. (1 mg/kg, 40 uCi/kg) de

14n_El1godipina
ORGANO/ ng equivalentes/g de tejido
TEJIDO himedo
1 hora 4 horas 24 horas
UTERO 244.2%15.1 82.2110.9 | 25.8+14.7
PLACENTA 292.816.6 101.5%4.3 N.D.
FETOS 34.1+1.5 N.D. N.D.
LIQUIDO N.D. N.D. N.D.
AMNIOQTICO
PLASMA 362.7%17.2 153.2+14.5 N.D.
SANGRE 223.0f12.5 89.4+6.6 N.D.
ENTERA
Tabla LII

Concentraciones relativas de radicactividad en tejidos de ratas
prefiadas después de una dosis i.v. (1 mg/kg, 40 ucCi/kg)
de l%c-Elgodipina

ORGANO/ % de dosis/g de tejido himedo
TEJIDO
1 hora 4 horas 24 horas

UTERO 0.07+0.01 0.02+0.00 | 0.01+0.00
PLACENTA 0.09+0.00 0.03%x0.00 N.D.
FETOS 0.01+£0.00 N.D. N.D.
LIQUIDO N.D. N.D. N.D.
AMNIOTICO
PLASMA 0.1140.01 0.05+0.01 N.D.
SANGRE 0.06+0.00 0.03x0.00 N.D.
ENTERA
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Tabla LIII

Relacién de concentraciones de radicactividad en tejidos de ratas
prefiadas después de una dosis i.v. (1 mg/kg, 40 ucCi/kg)
de %c-Elgodipina

ORGANO/ Relacién tejido/plasma
TEJIDO
1 hora 4 horas i 24 horas
—] L0 - 0otas | <4 Noras

UTERO 0.67+0.03 0.56+0.09 N.D.
PLACENTA 0.81+0.03 0.68+0.04 N.D.
FETOS 0.10%0.00 N.D. N.D.
LIQUuIDO N.D. N.D. N.D.
AMNIOTICO
SANGRE 0.61+0.01 0.60+0.03 N.D.
ENTERA

DISTRIBUCION TISULAR DE 14C-ELGODIPINA
EN RATAS PRENADAS DESPUES DE UNA DOSIS !.V,

ng equivalentes/qg tejide himedo

500

400

300

200 f—

100 [—
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4 h 24 h
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Durante el pericdo de estudio (0 - 24 horas), las
concentraciones de radiocactividad en los fetos, Gtero y placenta
siempre fueron inferiores a las concentraciones correspondientes
en el plasma materno.

En el liquido amnidético, no se detecta radiocactividad a
ningin tiempo. En los fetos, se detectan cantidades pequeifas de
radicactividad (0.01 % dosis/g), s6lo 1 hora después de 1la
administracién.

En las ratas prefiadas, en ninguno de los o6rganos/tejidos
analizados, la relacién de radicactividad tejido/plasma supera
la unidad a cualquier tiempo. Ademas, en los fetos las
concentraciones de radioactividad, a cualquier tiempo, no exceden
a las concentraciones de radioactividad en la placenta; esto
indica que el paso del farmaco a través de la barrera placentaria
es moderado.

Al igual gue en las ratas no prenadas, la radioactividad de
la sangre estd asociada con el plasma y s6lo una muy pequeha
fraccidén estd asociada a la fraccion celular de la sangre.

Este comportamiento de la l4C-Elgodipina es concordante con
el que presentan otras dihidropiridinas. Krauser y col. (1988),
estudid el paso de la barrera placentaria de la l%c-Nitrendipina,
determinando la radiocactividad en los fetos a los 3 minutos de
la administracién i.v. de 5 mg/kg. La autorradicografia demostro
gue sdlo una pequeﬁa cantidad de radioactividad era detectada en
el feto, placenta y liquidco amniético, mientras que en otros

6rganos la distribucidén era muy heterogénea.
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5.12.- ESTUDIO DEL PASO DE LA BARRERA PLACENTARIA DE lic-

ELGODIPINA EN RATA DESPUES DE ADMINISTRACION ORAL.

Como en el estudio anterior, se emplean 9 ratas Wistar
prefiadas de 15 dias de gestacidn (el control se realiza mediante
frotis vaginal) de 308 * 36 g de peso. Los animales se estabulan
en grupos de 3-4 animales por Jjaula, al menos 1 dia antes del
estudio en el laboratorio de radioisétopos como periodo de
aclimatacidn.

La disolucién de !4c-Elgodipina se administra mediante una
sonda géstrica a una dosis de 1 mg/kg (40 uCi/kg).

A tiempos predefinidos (1, 4 y 24 horas), los animales se
sacrifican procediendo a la extraccidén de sangre por puncién
cardiaca y de los siguientes dérganos: Utero, Placenta, Fetos y
Ligquido Amnidtico, de acuerdo al procedimiento descrito en el
punto 4.8.6 del apartado de Materiales y Métodos.

Los procedimientos de toma y preparacién de las muestras,
calculos, etc., son los mismos que en estudio intravenoso
anterior.

El limite de deteccidn se establece en concentraciones cuya
radicactividad sea igual o inferior al doble del ruido de fondo.

La radioactividad medida en cada muestra se refiere al peso
del o6rgano/tejido o al volumen en el caso de muestras liquidas
(dpm/mg o dpm/ml).

Los valores de concentracidn radiocactiva determinados,
expresados en diferentes unidades (cantidad absoluta ng eq./q,
% dosis/g y relacidn de radicactividades tejido/plasma), se

muestran en las tablas LIV, LV, y LVI y la representacién grafica
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de la evolucidn temporal de la radioactividad en los o&rganos
considerados, se muestra en la Figura 33.

Tabla LIV
Concentraciones abscolutas de radioactividad en tejidos de ratas

prefiadas después de una dosis p.o. (1 mg/kyg, 40 ucCi/kKqg)
de l%c-Elgodipina

Concentraciones relativas de radiocactividad en tejidos de ratas
prefiadas después de una dosis p.o.

ORGANO/ ng equivalentes/g de tejido
TEJIDO hiimedo
| 1 hora 4 horas 24 horas |
|’ﬁTERO 52.6%+3.0 56.3%37.1 N.D. “
PLACENTA 43.1%7.6 50.5%x16.3 N.D.
FETOS N.D. N.D. N.D.
LIQUIDO N.D. N.D. N.D.
AMNIOTICO
PLASMA 137.6x7.7 142.5%50.9 N.D.
SANGRE 76.7%8.3 84.0%25.7 N.D.
ENTERA
Tabla LV

de 14C-Elgodipina

(1 mg/kg, 40 pcCi/kg)

ORGANO/ % de dosis/g de tejido himedo
TEJIDO
1 hora 4 horas 24 horas

UTERO 0.02%0.00 0.02%0.01 N.D.
PLACENTA 0.01%0.00 0.0220.01 N.D.
FETOS N.D. N.D. N.D.
LIQUIDO N.D. N.D. N.D.
AMNIOTICO
PLASMA 0.05%0.00 0.05x0.02 N.D.
SANGRE 0.03%0.00 0.03120.01 N.D.
ENTERA
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Tabla LVI

Relacidén de concentraciones de radiocactividad en tejidos de ratas

prefiadas después de una dosis p.o. (1 mg/kg, 40 ucCi/kg)
de l4c-Elgodipina
ORGANO/ Relacién tejido/plasma
TEJIDO
1 hora 4 horas 24 horas
. {
UTERO 0.38+0.01 0.31+0.16 N.D. f
PLACENTA 0.3210.06 0.36%0.01 N.D.
FETOS N.D. N.D. N.D.
LIQUIDO N.D. N.D. N.D. |
AMNIOTICO
SANGRE 0.55+0.03 0.61+£0.03 N.D.
ENTERA

DISTRIBUCION TISULAR DE 14C-ELGODIP INA

EN RATAS PRENADAS DESFUES DE

ng equivalentes/g te]ido himedo

UNA DOSIS P.C.
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Al igual que en estudio anterior, las concentraciones de
radioactividad en iltero y placenta siempre son inferiores a los
correspondientes valores de concentracién en el plasma materno.
A diferencia de 1lo que sucedid por via 1i.v., tras 1la
administracidén p.o. ni los fetos ni en liquido amnidético, se
detecta radioactividad a ningGn tiempo. A las 24 horas de la
administracién, no se detecta radiocactividad en ningian érgano de
los estudiados ni la relacion de concentraciones de
radicactividad tejido/plasma es superior a la unidad, a cualquier
tiempo.

Como en el caso de las ratas no prefiadas, la radioactividad
en sangre esta ligada al plasma y no a la fraccidédn celular.

Al igual que en el estudio intravenoso, Krause y col. (1988)
estudiaron el paso de la barrera placentaria de 1la lag.
Nitrendipina. Después de 24 horas de la administracidén oral de
5 mg/kg, las concentraciones en placenta, liquido amniético y
fetos (entre 0.7 v 1 ug/g), son mucho mencres que en el plasma
materno (1.3 ug/ml), indicando que el paso de dicha barrera no
es excesivo. Este comportamiento es muy similar al que presenta

la l4c-Elgodipina.

$.13.~- ESTUDIO DE LA FARMACOCINETICA DE ELGODIPINA CLORHIDRATO,
EN PERRO, DESPUES DE ADMINISTRACION INTRAVENOSA Y ORAL.

Para el estudio de la farmacocinética de la Elgodipina
Clorhidrato en perro, se emplean 4 animales adultos de raza
Beagle con pesos de 12.4 kg y 13.5 kg, los machos y 10.1 kg y

11.4 kg las hembras. Se mantienen durante 3 semanas en periocdo
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de aclimatacién alimentindose con una dieta canina para
laboratorio estandar (SDB Interfauna, Barcelona).

Durante el periodo de experimentacién, los animales se
estabulan en "boxes" metadlicos. La Elgodipina Clorhidratoc se
administra intravenosamente (puntos 4.5.1, 4.6.2 y 4.7.4 del
apartado de materiales y métodos) mediante una inyeccidn
("bolus") en la vena safena de la pata, a una dosis de 0.5 mg/kg.

A tiempos predefinidos (0, 3, 5, 15 y 30 minutos, 1, 2, 4,
6, 10 y 24 horas) después de la administracidn, se toman muestras
de sangre, de cada perro, de la vena cefdlica o safena de la pata
opuesta a la pata en la que se realizdé la administracién.

Después de un periodo de descanso de 4 semanas, se procede
al estudio por via oral con 105 mismos animales. Tras un tiempo
previo de ayuno de 18 horas, la Elgodipina se administra
oralmente (10 mg/kg), introduciendo una cépsula de gelatina dura
(N° 3) en la parte posterior de la garganta.

Una vez realizada la administracidén, se toman muestras de
sangre de la vena safena o cefdlica a los siguientes tiempos: 0,
5, 15, 30 y 48 minuteos, 1, 2, 4, 6, 10 y 24 horas.

Las muestras de sangre se centrifugan durante 10 minutos a
3000 rpm y a temperatura ambiente, para colectar el plasma. Las
nmuestras de plasma se conservan a -20°C, hasta el momento de su
andlisis.

Se determina la concentracidén de Elgodipina en las muestras
de plasma de acuerdo al procedimiento descrito en el punto 10 del
apartado de Materiales y Métodos.

Las siguientes tablas muestran las rectas de calibracién

obtenidas con los diferentes intervalos de concentracidn
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analizados y utilizadas para la determinacién de la concentracidn

de Elgodipina en plasma.

Tabla LVII

Rectas de calibracién diarias de la relacién de alturas de
pico de Elgodipina/Esténdar internoc frente a la concentracién.
Intervalo de 1 - 100 ng/ml (1.5 ml de plasma)

Calibracidn n. Ordenada en Pendiente T
el origen
1 0.0097 0.0136 0.9990
| 2 0.0244 0.0122 0.9996
3 0.0155 0.0133 0.9987
4 0.0124 0.0132 | 0.9995
Media 0.0155% 0.0131
+ E.S.M. 0.0032 0.0003
C.V. (%) 41 5

Rectas de calibracidén diarias de la relacién de alturas de pico
de Elgodipina/Estandar interno frente a la concentraciédn.
Intervalo de 25 - 1000 ng/ml (0.5 ml de plasma)

Calibracién n. Ordenada en Pendiente x
el origen
’ 5 [ 0.1080 I 0.0041 [ 0.9977 l

Con el objeto de asegurar la exactitud y validar el método
de andlisis, con las muestras y de forma aleatoria se analizan
una serie de muestras de control de calidad. La siguiente tabla
muestra los resultados del andlisis de estas muestras que ademés

sirven como estudio analitico del factor de recuperacién.
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Tabla LVIIY

Estandares de control de calidad de Elgodipina Clorhidrato

extraidos de plasma de perro control.

Contreol Calidad Conc. tebrica Conc. analiz. | Recuperacidn

n. (ng/ml) (ng/ml) (%)

1 20 20.34 101.70

2 80 69.85 87.31

3 20 19.77 98.85

4 80 79.81 99.76

5 200 185.49 92.74

i 6 400 394.79 98.69

7 20 21.71 108.55

8 80 74.88 93.60

9 20 20.33 101.65

10 80 78.44 98.05

Media 98.09

* E.5.M. 1.84

C.V. (%) 5.92

Las concentraciones de Elgodipina Clorhidrato en plasma de

perro encontradas después de una dosis Unica de 0.5 mg/kg por via

intravenosa y de 10 mg/kg por via oral,

siguientes tablas LIX y LX, respectivamente:

se muestran en las
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Tabla LIX

Concentraciones en ng/ml de Elgodipina clorhidrato en plasma
de perro, después de una dosis de 0.5 mg/kg i.v.

Tiempo Concentracidn en ng/ml
(h) g 1l Jg 2 1 ? 2
o | ----- N.D N.D. | =—=—-
0.033 | ———-- 680.13 | -—--~— | —-—=—-
0.050 |259.43 [---=- | ---—- 302.98
0.083 | ——--- 718.31 | 108.50 | 288.18
0.25 197.88 413.63 48.65 159.26
0.5 160.82 242.31 60.05 79.44
- 1 138.81 258.94 86.85 63.52
2 37.78 57.48 15.87 12.16
4 9.18 25.29 4.18 11.76
6 5.37 771 3.62 5.72
10 2.31 | ————- N.D. N.D.
24 N.D. N.D. | ==——- N.D.

: N.D. - indica concentracidn no detectada

indica muestra no analizada

(< 1 ng/ml)
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Donde :

Tabla LX

Concentraciones en ng/ml de Elgodipina clorhidrato en plasma

de perro, después de una dosis de 10 mg/kg p.o.

——-—- indica muestra nc analizada

Tiempo Concentrac%én en ng/ml
(h) g 1 g2 | 91 Q 2
0 N.D. | -———- N.D. | -—--—-
TR T ) [P p—— N.D.
0.133 | -———- N.C. | ————- | ————-
0.25 N.D. 7.05 N.C. 9.89
0.5 9.96 23.61 7.68 27.09
0.75 17.11 21.36 23.96 29.43
1 26.25 i5.54 | -===- 39.09
2 27.68 27.71 49.31 31.64
4 37.09 44.77 44.69 11.46
6 25.35 12.01 34.56 12.48
10 8.17 7.58 13.75 6.97
24 N.D. N.D. N.D. N.D.
N.D. indica concentracién no detectada

{< 1 ng/ml)

N.C. indica concentracién no cuantificable (< 2 ng/ml)

del tiempc se muestran en las graficas siguientes:

Las representaciones de estos niveles plasmaticos en funcién
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CONCENTRAC |ONES PLASMAT ICAS DE ELGODIPINA EN PERROS
DESPUES DE UNA DOSIS |.V. DE 0.5 mg/kg
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CONCENTRAC ION PLASMAT ICA DE ELGODIPINA EN PERROS
DESPUES DE UNA DOSIS P.O. DE 10 ma/kg

Conc. Cng/ml)
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Figura 35

Los valores de concentraciones plasmaticas obtenidas tras
la administracién i.v., se ajustan a un modelo bicompartimental
abierto con eliminacidn de primer orden desde el compartimento
central; para ello se utiliza el programa de regresidén no lineal

ELSFIT. La ecuacidén ajustada es la siguiente:

C =2,.e%% + A, e”
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El area bajo la curva (AUC) se calcula por integracidén de
la curva concentracién - tiempo. Con los coeficientes, exponentes
y AUC, se calculan los siguientes parametros farmacocinéticos:
el volumen de distribucién del compartimento central (Ve), el
volumen de distribucién en el estado estacionario (Vss), el
aclaramiento sistémico total (CL), la semi-vida de la fase «a
(ty,), la semi-vida de la fase B (t,;), el tiempo medio de
residencia (MRT), la constante de velocidad de distribucion desde
el compartimento central al periférico (K;,), la constante de
velocidad de distribucidén desde el compartimento periférico al
compartimento central (K,,) Y la constante de velocidad de
eliminacién desde el compartimento central (K,5). Estos
parametros se calculan mediante las siguientes ecuaciones:

AUC = Aj/a + A,/B

Vc = Dosis/ (A, + A,)
Vss = (K;, + K;;) X VC/K,y,y
CL = Dosis/AUC

ty, = 0.693/a

tys = 0.693/8

:

AUMC/AUC
AUMC = (A;/a)? + (A,/B)2

(A X B) + (A, x B)

Ky =
A, + A,

Kig = a x B/Ky,4

Los valores de concentraciones plasmaticas obtenidas tras

la administracién p.o., se ajustan a un modelo mono-
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compartimental abierto con eliminacién de primer orden desde el
compartimento central; para ello se utiliza el programa de

regresién no lineal ELSFIT. La ecuacidén ajustada es la siguiénte:

C = A.e—Ke.t - B.e—Ka.t

El area bajo la curva (AUC) se calcula por integracidén de
la curva concentracién - tiempo. Con los coeficientes, exponentes
y AUC, se calculan los siguientes parametros farmacocinéticos:
al semi-vida de al fase de eliminacién (tye) » la semi vida de la
fase de absorcién (ty,), €l tiempo de retardo (Tlag), el tiempo
que se tarda en alcanzar la concentracidén méxima (T,,, ). el valor

de dicho méaximo de concentracién (C el tiempo medio de

max) ’

residencia (MRT) y la biodisponibilidad (F). Estos parametros se
calculan mediante las siguientes ecuaciones:
AUC = A'/Ke - B'/Ka

tye = 0.693/Ke

t,, = 0.693/Ka

a

Tyag = {(lIn B - 1n A) / (Ka - Ke)

Trax ln (Ra/ke) / (Ka - Ke)

A'e—Ke.Tmax B.e*Ka.Tmax

C

max

MRT = 1/Ka + 1/Ke

F = AUC, , /AUC; , * Dosisidh/Dosisp_o_

Donde A' = A.,e ("Ke.Tlag) ,, gi1— g, o-(-Ka.Tlag)
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De acuerdo a las ecuaciones anteriores, los parametros
farmacocinéticos calculados para ambas vias de administracién,

se muestran en las siguientes tablas:

Tabla LXI

Pardmetros farmacocinéticos de Elgodipina después de
administracién i.v. (0.5 mg/kg) a perros

Parametro gl o2 Q1 Q2

A, (ng/ml) 328.78 507.13 119.81 300.14
A, (ng/ml) 17.78 207.55 5.00 41.26

a (h~1) 1.2904 1.5000 1.0643 2.5551

8 (b7 0.2032 0.5661 0.0817 0.3431
Dosis (mg) 6.20 6.40 5.40 5.40
ty, (h) 0.54 0.46 0.65 0.27
tya (h) 3.41 1.22 8.48 | 2.02
Ve (1) 17.89 8.95 43.26 15.82
Vss (1) 33.24 |  11.25 152.89 37.89
AUC (ng.h/ml) | 342.30 704.71 173.80 237.74
CL (1/h) 18.11 9.08 31.07 22.71
MRT (h) 1.83 1.24 4.92 | 1.67

K,, (h™1) 0.2222 0.2146 0.3068 0.8517

| K, (h7h 0.2589 0.8373 0.1211 0.6104

| K. (h71) 1.0125 1.0141 0.7181 1.4360
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Tabla LXII
Parametros farmacocinéticos de Elgodipina después de
administracién p.o. (10 mg/kg) a perros
I Parametro cl g2 Q1 Q2

A (ng/ml) 110.26 94.48 108.69 60.00 |
B (ng/ml) 122.95 98.36 145.73 80.74
Ke (h™1) 0.2540 0.2576 0.2024 0.3084
Ka (h"l) 0.6873 0.7885 0.9548 2.2892
Dosis (mg) 125 130 106 105 |
A' (ng/ml) 103.44 92.65 100.44 57.29 I
B' (ng/ml) 103.44 92.65 100.44 57.29
Tlag (h) 0.25 0.08 0.39 0.15
Ty (h) 2.73 2.69 3.42 2.25
Ty. (h) 1.01 0.88 0.73 0.30
Thax (h) 2.30 2.11 2.06 1.01
Crony (NG/M1) 36.38 36.25 52.15 36.28
AUC (ng.h/ml) 256.73 242.15 391.04 160.71
MRT (h) 5.39 5.15 5.99 3.68
F (%) 3.72 1.695 11.46 3.48

Después de la administracion i.v.,

como se& observa en la

Tabla LIX, el maximo de concentracidén plasmética (108.50 ng/ml -

718.31 ng/ml) se detecta

en el primer punto de muestreo (0.05

h - 0.083 h), a excepcién del macho 2 (718.31 ng/ml a 0.083 h y

680.13 ng/ml a 0.033 h). Luego,

decrecen rapidamente de forma bifasica,

las concentraciones plasmaticas

con unas vidas medias

aparentes de 1.22 h y 8.48 h, en la fase lenta de eliminacién;
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a las 10 horas post-dosis, s6lo se detectan 2.31 ng/ml en el
macho 1.

La curva de concentracién - tiempo obtenida, después de la
administracién oral, se puede describir como un modelo mono-
compartimental con absorcién y eliminacién de primer orden. El
maximo de concentracién plasmatica se alcanza a las 4 horas post-
dosis en los machos (37.09 ng/ml - 44.77 ng/ml) y a 1-2 horas en
las hembras (39.09 ng/ml - 36.38 ng/ml). La concentracidn méxima
calculada a partir de las curvas ajustadas se obtiene a 2.11 h -

2.30 h para los machos (36.25 ng/ml - 36.38 ng/ml) vy a 1.01 h -
2.06 h para las hembras (36.28 ng/ml - 52.15 ng/ml).

Las biodisponibilidades, calculadas a partir de la relacién
de AUC obtenidas de 1las curvas de administracidén oral e
intravenosa, son 1.69 % - 3.72 % para los machos y 3.48 % - 11.46
% para las hembras.

Estos valores difieren de los estimados en el caso de 1la
Amlodipina; para esta molécula Stopher y col. (1988) calculan en
el perro una biodisponibilidad del 88 % y el tiempo en el gque se
alcanza el méximo de concentracién plasmiatica es de 6 horas; la
absorcidén del tracto grastro-intestinal es muy lenta y 1la
afinidad por diferentes tejidos es muy fuerte, observandose
niveles 350 horas post-dosis.

Valores mas concordantes con los de la Elgodipina, son los
descritos por Kobayashi y col. (1988) para la Benidipina; el
tiempo de maxima concentracidn plasmatica varia de 0.25 a 2 horas

Y la biodisponibilidad del 1.8 al 16.8 %, en funcién de la dosis.
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S.14.- ESTUDIO DE UNIOK A LAS PROTEINAS PLASMATICAS.

La unién de la Elgodipina a las proteinas plasméticas, se
estudia mediante dos técnicas: diadlisis de equilibrio vy
ultracentrifugacién. En ambos casos se emplean plasmas humanos,
plasmas de perro Beagle y plasmas de rata Wistar. Las
concentraciones de proteinas de dichos plasmas se determinan
seqgiin el método de Bradfor descrito en el punto 4.12.1 del

apartado de Materiales y Métodos.

En el caso del procedimiento de didlisis de equilibrioc se
emplean células de metacrilato con dos camaras separadas por la
membrana de didlisis (DIACHEMA, 10.17, cut-off 10000, 63 mm). Las
camaras tienen un volumen de 5 ml cada una y una superficie de
dialisis de 4.9 cm?.

Se preparan las membranas de diadlisis segin el punto
4.12.2.3 del apartado de Materiales y Métodos, y los plasmas, de
cada especie, con diferentes concentraciones (11.50, 25.36,
50.44, 98.95, 247.80 y 494.90 ng/ml) de 14C*Elgodipina, de
acuerdo al procedimiento descrito en los puntos 4.12.2.1 y
4.12.2.2 del apartado de Materiales y Métodos.

Los plasmas se dializan contra un volumen igual de tampdn
fosfatos 1/15 M pH 7.4 durante 5 horas a 37°C y bajo agitacidn
suave.

Se determina la concentracién de radioactividad en ambas
camaras, antes y después del proceso de dialisis. Como medida de
comprobacién, también se detecta la radioactividad en las
membranas de didlisis. Los procedimientos empleados para 1la

didalisis y para 1las determinaciones de radioactividad se
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describen en 1los puntos 4.12.3.4 Yy 4.12.4 del apartado de
Materiales y Métodos.

Como medida de seguridad del "cut-off" y de la integridad
de la membrana, se procede a la determinacién de proteinas en los
dializados.

Para el procedimiento de ultrafiltracién,se emplean conos
ultrafiltrantes (AMICON CF 25, cut-off 25000) y plasmas, de cada
especie, con diferentes concentraciones (10.95, 24.95, 50.29,
99.28, 249.48 y 499.28 ng/ml) de 14C-Elgodipina, de acuerdo al
procedimiento descrito en los puntos 4.12.3.1 y 4.12.3.2 del
apartado de Materiales y Métodos.

Los conos se preparan sumergiéndolos en agua desionizada
durante 1 hora. Los plasmas se sumergen en un bafic termostatizado
a 37°C durante 5 horas para establecer el equilibrio de unién a
las proteinas. Pasado este tiempo, se procede a la
ultracentrifugacién (2000 rpm, 15 minutos, inferior a 1000 G)
determinando 1la concentracién de radiocactividad en 1los
ultrafiltrados.

Las concentraciones de proteinas determinadas en los plasmas
y en los dializados se muestran en la siquiente tabla:

Tabla LXIII

Concentracién de proteinas (ug/ml)
en plasmas y dializados de diferentes especies

Concentracién de
ESPECIE proteinas (pug/ml)
Plasma | Dializado
Rata 645.10 3.9
Perro 631.24 3.6
Hombre 640.42 7.1
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Como se observa en la tabla anterior, la concentracidén de
proteinas en los dializados es muy pequefia, por lo que gueda
garantizada la integridad y el "cut-off" de la membrana de
dialisis.

Los valores de unién a las proteinas plasmiticas se calculan
de la siguiente manera:

% unidén = (Cp-Cp) x 100 / Cp

En donde C; es la concentracidn total de Elgodipina (unida
+ libre) y C; es la concentracién de Elgodipina libre.

Los valofes del % de unidén a las proteinas plasmaticas en
las tres especies estudiadas a diferentes concentraciones y por
las dos técnicas empleadas (ultrafiltracién y dialisis), se
muestran en las siguientes tablas:

Tabla LXIV

% de unidn a las proteinas plasmiAticas de la rata.
Los valores se expresan como % * EBM (n=3)

Conc(ng/ml) Didlisis " Conc (ng/ml) Ultrafiltracién

11.50 98.1 *+ 0.4 10.95 99.8 * 0.2

| 25.95 97.5 * 0.9 24.95 99.5 * 0.0

| 50.44 96.1 * 1.2 50.28 99.8 £ 0.1 ]
98.95 96.4 + 1.0 99.28 99.8 + 0.1 ]
247.80 97.0 * 0.5 249.48 99.7 + 0.2
494.90 97.7 + 0.7 499,28 99.8 + 0.2

i Media * ESM $7.1 0.3;“ Media + ESM 99,7 + 0.0
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Tabla LXV

% de unidén a las proteinas plasmiticas de la perro.
Los valores se expresan como ¥ * ESBM (n=3)

Conc(ng/ml) Didlisis " Conc(ng/ml) Ultrafiltracidén
11.50 97.3 + 0.9 10.95 100 + 0.0 |
25.95 97.2 t 0.8 24.95 99.¢ + 0.1
50.44 97.4 + 1.0 50.28 100 = 0.0
98.95 97.9 + 0.9 99.28 100 £ 0.0
247.80 97.8 * 0.9 249,48 100 £ 0.0
494.90 97.6 * 0.8 499.28 100 * 0.0

Media + ESM 97.5 * 0.1 “ Media * ESM 100 + 0.0

Tabla LXVI

% de unidén a las proteinas plasmidticas de la hombre.
Los valores se expresan como % * ESM (n=3)

Conc(ng/ml) Di&lisis " Conc({ng/ml) Ultrafiltracidn
11.50 99.0 * 0.8 10.95 100 * 0.0
25.95 97.2 * 0.9 24.95 100 + 0.0
50.44 97.6 * 0.9 50.28 99.9 + 0.1
98.95 98.8 £+ 0.9 99.28 99.9 + 0.1
247.80 99.5 * 0.3 249.48 100 £ 0.0
494.90 98.6 + 0.8 499.28 99.9 + 0.1

Media t ESM 98.5 + 0.4 " Media + ESM 100 * 0.0

Como se observa en las tablas anteriores, el % de unidén a
las proteinas plasmaticas es superior al 97 % en las tres
especies estudiadas. Ademds, el % de unién no depende de la
concentracidén de farmaco en el intervalc estudiado (10 -~ 500

ng/ml) .
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Estos valores encontrados, coinciden con los descritos en
la bibliografia para otras dihidropiridinas (Niwa, T. 1987;
Midgley, I. 1982, 1985; Egros, F. 1988; Greiner, P.0., 1990).

Los valores de % de unién a las proteinas plasmaticas
encontrados son proximos al 100 %, lo cual asegura que el farmaco
se transporta unido a las proteinas hasta su lugar de accién vy,

ademas, una buena distribuciédn.
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6.- DISCUSION

El 1IQ0B-875 ha sido seleccionada de entre una serie de 24
nuevas 1,4 dihidropiridinas, sintetizadas en 1987 en el Instituto
de Investigacidn Quimico-Biolégico, como potenciales agentes
antagonistas del calcio, por ser el producto que resultd con
mayor actividad biolégica; en efecto, ha demostrado poseer
propiedades relajantes de la musculatura lisa por su accién
antagonista de canales lentos de calcio, lo que le cénfiere
posible aplicacidén como antihipertensivo y antianginoso (Giraldesz
A., 1988; Burriel A., 1989; Rom&n C., 1990; Sassen L.M.A., 1990).

Dado el interés de este producto, ha sido objeto de una
patente internacional (Galiano, 1987, 1988) y habiendo solicitado
a la OMS un nombre genérico, se le asignd el de Elgodipina.

Del perfil farmacoldgico que presenta la Elgodipina

(Girdldez A., 1991; Romadn C., 1992) se puede destacar lo
siguiente :
- Produce hipotensidon en ratas normotensas (DEg, = 26.9

ug/kg i.v.) e hipertensas (SHR, renal DOCA, Grollman), con
escasa taquicardia refleja (< 10%), sin alterar el ECG e
incrementando la frecuencia y amplitud de los movimientos
respiratorios.

- La toxicidad es moderada, la DLy, en rata es de 100 mg/kg,
P.0.

~ Disminuye ligeramente la actividad locomotora y prolonga
el tiempo de hipnosis; anticonvulsivante (25 mg/kg p.o.,

ratén) frente al efecto pentilentetrazol, pero no de 1la
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estricnina, ni del electro '"shock".

- No tiene ninguna accién especifica sobre receptores q,,
a,, By, By, adrenérgicos, de acetilcolina (m), de histamina
(H;), 5-HT, ni opioides. Sin embargo, reduce la contraccidn
de la pared arterial (aorta de rata) inducida por ca?* (Icg,
= 4.1 % 1.52 x 10711 M), lo que demuestra que el mecanismo
de accidén antihipertensiva es precisamente el blogueo de
los canales de calcio.

- Modifica el metabolismo de los glicidos cuando hay

sobrecarga de glucosa y reduce los niveles de colesterol en

sangre.

Por lo tanto, la Elgodipina es una sustancia de escasa
toxicidad, de importante efecto hipotensor induciendo muy ligera
taquicardia refleja y que por otra parte, presenta escasos
efectos secundarios.

Estas propiedades farmacolbgicas, sobre modelos animales,
junto con la estabilidad quimica que posee el producto, ya que
a diferencia de otras 1,4-dihidropiridinas no es degradada por
la luz, hacen interesante su desarrollo y estudio, para el empleo
en humanos. Para ello ha sido necesario el estudio

farmacocinético, que constituye el objeto del presente trabajo.

Del estudio de 1la curvas de concentracién-tiempo de
Elgodipina sin metabolizar, en rata, después de una dosis lnica
por via intravenosa y oral, se deduce que las concentraciones

plasmaticas de Elgodipina presentan un decaimiento bifdsico de
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la concentracidn en funcién del tiempo, de acuerdo a un modelo
bicompartimental abierto, con eliminacién de primer orden desde
el compartimento central.

La comparacioén de los niveles en sangre, después de la
administracién intravenosa, entre machos y hembras muestra
diferencias estadisticamente significativas desde los 5 a los 45
minutos. Es decir gque ‘durante los 45 primeros minutos, fase
rapida de disposicién, las concentraciones plasmaticas de los
machos son superiores a las de las hembras.

Estas diferencias también se muestran después de 1la
administracién oral y de forma mucho mAas marcada; las
concentraciones de las hembras son estadisticamente superiores
a las de los machos desde los 20 minutos a las 12 horas.

Este hecho ha sido descrito también para otras
dihidropiridinas por Niwa T. y col. (1988) y por Krauser H.P. y
col. (1988). Dichos autores consideran que estas diferencias
entre sexos son debidas a las distintas cantidades y tipos de
isoenzimas Citocromc P450 dependientes, responsables de 1la
biotransformacién de las 1,4-dihidropiridinas, existentes entre
machos y hembras, en la tata.

Los principales parametros farmacocinéticos que presenta la
Elgodipina en rata son:

- La fase de disposicién réapida (a) decae con una semi-vida
de 0.30 h y 0.36 h para machos y hembras respectivamente.
- En la fase de disposicién lenta (B) las semi-vidas
encontradas son de 2.36 h para los machos y 4.33 h para las

hembras.
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- Elevados volimenes de distribucién (Ve = 0.423 1 para los
machos y 0.530 1 para las hembras).

- Eliminacién rapida, como puede deducirse de los elevados
valores del aclaramiento (CL = 0.783 1l/h para machos y
0.779 1/h para hembras) y de los valores de las constantes
de velocidad de eliminacidn (K, = 1.8484 h™l y 1.4700 b1
respectivamente).

- La constante de velocidad de eliminacidén desde el
compartimento central es mayor que la constante de
velocidad de distribucidn entre el compartimento central y
el periférico (K 4>K,, para ambos sexos).

- La concentracidén méxima se alcanza a los 20 minutos para
los machos y a los 45 minutos para las hembras.

- La biodisponibilidad calculada es del 6.7 % para los machos

y del 48.3 % para las hembras.

De estos parametros farmacocinéticos se deduce dque la
Elgodipina se encuentra extensamente distribuida en los tejidos
(amplio volumen de distribucién); se elimina réapidamente
(aclaramiento elevado), pero este paradmetro estd limitado por 1la
distribucién que es mds bien 1lenta (K;4>K;,); se absorbe
relativamente pronto (T,,, 20 - 45 minutos) y presenta una
biodisponibilidad pequeiia.

Stopher y col. (1988) calculan, en rata, para la Amlodipina
una semi-vida de la fase de disposicidn lenta (B) de 3 horas, una

velocidad de aclaramiento de 0.66 1l/h/kg, un T,,, de 3 horas y

X

una biodisponibilidad del 100 % . Para la Benidipina Krauser y
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col. (1988) calculan una semi-vida de la fase de disposicidn
lenta (B) de 1.7 a 4.2 horas, una velocidad de aclaramiento de
0.07 a 0.10 1/h/kg, un T, .. de 1.7 a 4.2 horas Yy una
biodisponibilidad del 3.1 al 25.6 % . En el caso de 1la
Nitrendipina Krauser H.P. y col. (1988) aportan los siguientes
valores: semi-vida de la fase de disposicidédn lenta (B) de 1.4 -
1.8 horas, velocidad de aclaramiento de 0.99 1/h/kg, un T,,, de
0.5 horas y una biodisponibilidad del 12 % . Como término de
comparacidén, dentro del grupo quimico de 1las 1,4-dihidro-
piridinas, se han escogido esos tres antagonistas del calcio, por
representar tres tipos distintos con ciertas diferencias en su
estructura y en sus propiedades terapéuticas.

La Elgodipina, por tanto, presenta un comportamiento
farmacocinético en rata muy similar al que se conoce para otras
moléculas estructuralmente relacionadas, perc con la ventaja de
que debido a la semi-vida y a la constante de velocidad de
distribucién entre el compartimento central y el periférico K,,,

puede ejercer una accién farmacoldgica mas prolongada.

En el estudio farmacocinético en rata con %c-Elgodipina las
diferencias de concentraciones plasmiticas observadas, en el
estudio con producto "frio", entre machos y hembras no se
muestran. Esto es consecuencia del parametro analitico empleado
para estimar la concentracidn plasmatica; la radiocactividad
total, que no especifica entre Elgodipina sin metabeolizar y los
correspondientes metabolitos, lo que demuestra ser un parametro

mAs riguroso, pues incluye todos los productos potencialmente
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activos. Esta es la razdén por la que la concentracidén en este
tipo de estudios, con producto marcado isotdépicamente, se éxpresa
como ng equivalentes/ml (ng eq./ml).

La evolucidn temporal de los niveles plasmaticos, al igual
que en el estudio con producto "frio", se ajusta a un modelo
bicompartimental abierto con eliminacidén de primer orden desde
el compartimento central.

Después de la administracién i.v. de l4c-Elgodipina a las
ratas, la fase de disposicidn répida (a) decae con una semi-vida
de 0.54 * 0.04 h (machos) y 0.93 * 0.21 h (hembras); en la fase
lenta de disposicién (B) las semi-vidas calculadas son 6.66 +
0.53 h y 8.88 £ 1.59 h respectivamente.

Como consecuencia de los elevados valores de volumen de
distribucién encontrados, 1la Elgodipina parece extensamente
distribuida en los tejidos, como demuestra el estudio de
distribucidn tisular, que se describe mas adelante.

El proceso de eliminacidén est& caracterizado por los valores
de aclaramiento (0.133 * 0.010 1/h para los machos y 0.112 *
0.012 1/h para las hembras) y por los valores de las constantes
de velocidad de eliminacién (0.427 + 0.024 h™l y 0.374 + 0.034
h~1 respectivamente). Estos valores aungue son mis altos para los
machos, estadisticamente no son diferentes de los de las hembras.

Las velocidades de eliminacidn calculadas parecen menores
que las obtenidas con la Elgodipina sin marcar, si bien estas
diferencias son debidas a que en la determinacidn ae la

radiocactividad total, paradmetro utilizado para la cuantificaciodn,

no se distingue entre la Elgodipina inalterada y sus metabolitos,
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como ya se ha comentado anteriormente.

Después de la administracién oral, el valor medio de C,,, se
alcanza aproximadamente a las 4 horas para ambos sexos. En las
hembras se presenta otro maximo secundaric a 0.5 horas,
posiblemente debido a una fase de saturacidén hepatica. Después
de alcanzado el maximo, la radiocactividad decrece con una semi-
vida de 20.78 horas para los machos y 17.70 horas para las
hembras.

La biodisponibilidad calculada para los machos es del 59 %
y del 49 % para las hembras. Estos valores son mas bajos gque los
que cabia esperar (la mayoria de las dihidropiridinas son bien
absorbidas del tracto gastro intestinal, considerando globalmente
metabolitos y producte inalterado, Stopher, 1988 y Krauser,
1988). Este hecho puede explicarse debido a que las repetidas
tomas de sangre del mismo animal, implican una disminucién
sistémica de 14c-Elgodipina y/o sus metabolitos. Este factor
parece tener mayor influencia en la administracién oral que en
la intravenosa.

Para la Nitrendipina, Krauser H.P. y col. (1988) calculan
una semi-vida de 3.4 horas y un aclaramiento dé 0.08 1/h/kg,
valores inferiores a los calculados para la Elgodipina. Después
de la administracién oral de Nitrendipina, el mé&ximo de
concentracién se alcanza a 1 hora, aproximadamente; esté valor
es netamente inferior al mostrado por la Elgodipina.

Por lo tanto, se puede asegurar que la Elgodipina se absorbe
y se elimina m&s lentamente que la Nitrendipina, l1lo cual en

principio podria asegurar un efecto farmacolégico mas prolongado.
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En relacién a los estudios de excrecién, la l4c-Elgodipina
se excreta principalmente en heces (74.43 % y 75.62 %, para
machos y hembras, respectivamente, cuando es administrada i.v.
y 88.88 % y 80.10 %, respectivamente, cuando lo es p.o.),
mientras gque s6lo una pequefia fraccién se excreta en orina
(15.11% en los machos y 15.90 % en las hembras i.v. y 12.58 % y
15.54 %, respectivamente p.o.).

Esta forma de excrecidn es similar a la que presentan otras
dihidropiridinas como Benidipina (Kobayashi, H., 1988),
Nitrendipina (Krauser, H.P., 1988) y Amlodipina (Stopher, D.A.,
1988) .

La l4c-Benidipina, en ratas macho, se excreta en heces hasta
un 73.6 % en 72 horas después de administracién oral y hasta un
19.1 % en orina.

En ratas macho, la 14eoNitrendipina se excreta
principalmente en heces (54 - 61 % i.v y 64 - 66 % p.o.). La
excrecidn urinaria alcanza el 37 - 40 % (i.v.) 6 33 - 37 % (p.0o.)
Y se produce, principalmente (>90%) durante las 24 horas post-
dosis.

De forma semejante, la 14C—Amlodipina, se excreta un 60 %
(i.v.) y un 58 % (p.o.) en heces y un 38 % (i.v.) y un 33 %
(p.o.) en orina.
| La recuperacién de radioactividad en heces y orina por via
oral y por via intravenosa es similar, esto indica una buena
absorcién en el tracto gastro-intestinal.

La biodisponibilidad de 1la l%Cc-Elgodipina, calculada a

partir de los datos de orina es del 83 % en los machos y del 98



202
DISCUSION

% para las hembras. Estos valores también son similares a los
obtenidos para otras dihidropiridinas, por ejemplo 100 % para la
14C-Amlodipina.

La elevada proporcién de dosis excretada en heces, en el
caso de la %Cc-Elgodipina, sugiere que el producto inalterado y/o
sus metabolitos se excretaran también por bilis y/o a través de
la pared intestinal.

En efecto, en el estudio de excrecién biliar, 1la 4c-
Elgodipina es excretada aproximadamente un 70% (i.v.) y un 60%
(p.o.) de la dosis, en 10 horas, por la bilis, esto contribuye
a la elevada excrecidon fecal observada en los estudios
anteriores; seguramente la excrecidn biliar da lugar un ciclo de
recirculacién enterohepatica, que debe ser causa de la mas
prolongada presencia del producto en sangre.

Para otras dihidropiridinas, los valores descritos para la
tasa de excrecidn en bilis son similares a los encontrados para
la Elgodipina; asi la Nitrendipina, cuando se administra i.v. a
ratas machos (5 mg/kg), se elimina el 74 % de la dosis por la
bilis en 24 horas (Krause 1988). En el caso de la l4c-Benidipina,
después de una dosis oral de 1 mg/kg, es excretada en un 34 % en
48 horas y después se observa una reabsorcidén parcial en el

tracto gastro-intestinal (Kobayashi, 1988).

Como ya se ha comentado anteriormente, los elevados
volimenes de distribucidn indican que el producto se encuentra
extensamente distribuido por todos los &érganos y tejidos. En

efecto, los estudios de distribucidn tisular de la }4c~Elgodipina
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tanto por wvia oral como intravenosa demuestran que la
radioactividad procedente de la l%c-Elgodipina se distribuye
rapidamente y de forma heterogénea por los O6rganos y tejidos de
la rata.

Después de la administracién i.v., en 1la distribucién
inicial (15 minutos post-dosis), las concentraciones mayores se
observan en las gladndulas adrenales y en los pulmones, y las mas
pequefias se determinaron en los testiculos y tejido adiposo. Esto
es consecuencia de la diferencia de perfusion de los distintos
6rganos; en cambio, la ausencia de concentraciones apreciables
en el cerebro indica que la Elgodipina no atraviesa la barrera
hematoencefdlica. Después, la concentracidén de radiocactividad en
la mayor parte de los 6rganos y tejidos decrece desde los 15
minutos a las 24 horas. S6lo en el tejido adiposo (t = 2-6

max

horas), glandula harderiana (t ,, = 1 hora) y yeyuno (t = 0.5

max
horas) se observan maximos de concentracién de radicactividad.

A las 24 horas de la administracién i.v., los niveles mis
elevados de concentracién de radioactividad se encuentran en el
tejido adiposo, 1las glandulas adrenales, rifiones, colon y
glandula harderiana. A las 48 horas post-dosis s6lo se detecta
radicactividad en el higado, de ambos sexos, y en tejido adiposo
de las hembras. Como se observa, el producto permanece en los
tejidos grasos lo cual estéd de acuerdo con el cardcter lipdfilo
gque presenta la Elgodipina a pH fisiolégico.

La estimacion de la concentracion de radiocactividad en las

células sanguineas, a través de la relacién de radiocactividades

determinadas en el plasma y en la sangre entera, indica que la
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mayor parte de la radiocactividad circulante se encuentra en el
plasma, siendo minima la ligada a las células de la sangre. Este
resultado parece indicar que la afinidad de la Elgodipina por las
proteinas del plasma debe ser importante, como demuestran 1los
valores superiores al 97 % encontrados en el estudio que se
conmentara mas adelante.

Después de la administracién oral, como es légico, las
concentraciones de radiocactividad m&s elevadas se detectan en el
estdbmago. Las concentraciones mAs pequefias se presentan en el
tejido muscular y piel, de ambos sexos, y en algunos 6rganos de
los machos (bazo y glandulas salivares).

En el cerebro (ambos sexos) y en los testiculos, no se
detecta radioactividad a ningin tiempo. Sin embargo, en las
hembras existen concentraciones medias de radicactividad en los
ovarios. A las 48 horas y 120 horas después de la administracién,
s6lo se encuentra radioactividad en el higado.

Aungue no estadisticamente significativas, las
concentraciones de radiocactividad determinadas en los 6rgancs y
tejidos de las hembras siempre son mayores y a tiempos superiores
que en los de los machos. Estas diferencias pueden ser debidas
a la descrita diferente biotransformacién de 1las 1,4
dihidropiridinas entre los machos y las hembras de rata (Krauser,
H.P., 1988 y Baarnhielm, C., 1986).

El perfil de distribucién que muestra la 14c-Elgodipina y/o
sus metabolitos, indica gque el producto es heterogéneamente
distribuido en los 6rganos y tejidos. La relacidén tejido/plasma

es mayor de 5 en los 6rganos/tejidos relacionados con el tracto
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gastro-intestinal (estémago, yeyuno y colon) y en el higado.

La distribucidén tisular observada indica que 1las
concentraciones mayores de radioactividad estan relacionadas con
los 6rganos/tejidos asociados a procesos de absorcidn, excrecidn
y biotransformacidn (higado, rifiones y tracto gastro-intestinal).

Esta forma de distribucién tisular es similar a la descrita
para otras dihidropiridinas. Por ejemplo en el caso de la 4c-
Benidipina (Kobayashi, 1988) después de una dosis oral a ratas
machos de 1 mg/kg, se detectaron las mayores concentraciones de
radioactividad a 0.25 h en el estémago, a 1 hora en la vejiga de
la orina e intestino delgado, a las 4 horas en el higado, a las
6 horas en tejido adiposo del peritoneo y a las 8 horas en el
intestino grueso. A las 72 horas post-dosis, en el higado, rifién,
grasa, pancreas, bazo y pulmén, las concentracioﬁes de
radiocactividad eran mayores gue en el plasma, indicando
acumulacidén en estos &érganocs.

Un comportamiento similar presenta la !%c-Nitrendipina
(Krauser, 1088): las concentraciones mayores, después' de 1la
administracién i.v., se encuentran en higado, adrenales y tejido
adiposo, de forma similar a la descrita para la Elgodipina.

Con relacién al estudio de la barrera placentaria, tanto con
la administracién i.v. como p.o., durante el periodo de eéstudio
(0 - 24 horas), las concentraciones de radioactividad en los
fetos, f(tero y placenta siempre fueron inferiores a las
concentraciones correspondientes en el plasma materno.

En el liguido amniético, no se detecta radioactividad a

ningin tiempo. En los fetos, se encuentran cantidades pequefias
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de radioactividad (0.01 % dosis/g), s6lo 1 hora después de la
administracién i.v., pero las concentraciones, a cualquier
tiempo, no exceden a 1los niveles de radioactividad en 1la
placenta; esto indica que el paso del farmaco a través de la
barrera placentaria es moderado.

Este comportamiento de la l4C-Elgodipina es concordante con
el que presentan otras dihidropiridinas. Krauser y col. (1988),
estudid el paso de la barrera placentaria de la l4c-Nitrendipina,
determinande la radioactividad en los fetos a los 3 minutos de
la administracién i.v. de 5 mg/kg. La autorradiografia demostrd
que solo una pequefia cantidad de radiocactividad era detectada en
el feto, placenta y liquido amniético, mientras que en otros
érganos la distribucién era muy heterogénea. Después de 24 horas
de la administracién oral de 5 mg/kg, las concentraciones en
placenta, ligquido amniético y fetos (entre 0.7 y 1.0 ug/g), son
menores gue en el plasma materno (1.3 ug/ml), indicando que el
paso de dicha barrera no es excesivo.

Este comportamiento en la distribucién tisular es
concordante con los valores de % de unién a las proteinas
encontrados. En efecto, el porcentaje de unidén, tanto en el
plasma de rata, como en el de perro y en el de humano, es
superior al 97 % en las tres especies estudiadas y es
independiente de 1la concentracién de fadrmaco en el intervalo
estudiado (10 - 500 ng/ml).

Estos valores encontrados, coinciden con los descritos en
la bibliografia para otras dihidropiridinas (Niwa, T. 1987;

Midgley, I. 1982, 1985; Egros, F. 1988; Greiner, P.O., 199%90).
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Del estudio de 1la curvas de concentracién-tiempo de
Elgodipina sin metabolizar en perro, después de una dosis tGnica
tanto por via intravenosa y como oral, se deduce que 1las
concentraciones plasmaticas de Elgodipina presentan un
decaimiento bifasico de la concentracién en funcidén del tiempo,
con unas semi-vidas aparentes de 1.22 h y 8.48 h, en la fase
lenta de eliminacién, de acuerdo a un modelo bicompartimental
abierto, con eliminacién de primer orden desde el compartimento
central.

La curva de concentracién - tiempo obtenida, después de 1la
administracién oral, se puede describir como un modelo mono-
compartimental con absorcidn y eliminacién de primer orden; esta
diferencia de modelo farmacocinético por via oral, puede ser
consecuencia de los bajos niveles plasmaticos alcanzados y del
limite de sensibilidad del método analitico utilizado (1 ng/ml)
que hagan que no pueda detectarse una sequnda fase mas lenta de
eliminacidn.

El maximo de concentracién plasmatica se alcanza a las 4
horas post-dosis en los machos (37.09 -~ 44.77 ng/ml) y a 1-2
horas en las hembras (39.09 - 36.28 ng/ml). La concentracidn
madxima calculada a partir de las curvas ajustadas se obtiene a
2.11 - 2.30 h (36.25 - 36.38 ng/ml) y a 1.01 — 2.06 h (36.28 -
52.1% ng/ml), en uno y otro caso.

Las biodisponibilidades, calculadas a partir de la relacién
de AUC obtenidas de 1las curvas de administracidén oral e
intravenosa, son 1.69 % - 3.72 % (machos) y 3.48 % - 11.46 %

(hembras). Estos valores son pequefios, pero hay gque tener en
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cuenta que estdn calculados sobre Elgodipina inalterada; en el
caso de utilizar el producto marcado, los valores obtenidos
serian mayores, como ocurre en la rata.

Los valores de biodisponibilidad calculados difieren de los
estimados en el caso de la Amlodipina; para esta molécula Stopher
y col. (1988) calculan en el perro una biodisponibilidad del 88
$ y el tiempo en el gue se alcanza el maximo de concentfacién
plasmtica es de 6 horas; en este caso, la absorcidén del tracto
gastro~intestinal es muy lenta y la afinidad por diferentes
tejidos es muy fuerte, apreciandose niveles atn 350 horas post-
dosis. |

Valores més concordantes con los de la Elgodipina, son los
descritos por Kobayashi y col. (1988) para la Benidipina; el
tiempo de maxima concentracién plasmatica varia de 0.25 aI2 horas

y la biodisponibilidad del 1.8 al 16.8 %, en funcién de la dosis.

Todos estos estudios farmacocinéticos describen a un
producto que se absorbe relativamente bien, que se distribuye
rapida y heterogéneamente en los Organos y tejidos, gue tiene
afinidad por los tejidos con elevado contenido lipdfilo, que no
traspasa, apreciablemente, la barrera placentaria y no atraviesa
la barrera hematoencef&lica, que se transporta ligado a las
proteinas del plasma, que se elimina bien con una semi-vida que
hace posible pensar en una posclogia de dosis finica por dia, que
se metaboliza bien en el higado y que se elimina fundamentalmente
por heces debido a la excrecidn realizada por la bilis, la cual,

a su vez, podria dar lugar a un ciclo enterchepatico que
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prolongaria la permanencia del producto en el organismo y, por

tanto, sus efectos farmacoldgicos.

Estas caracteristicas, junto con las propiedades
farmacoldgicas anteriormente mencionadas, hacen de la Elgodipina
un farmaco utilizable para el tratamiento de las enfefmedades
cardio-vasculares en humanos, para lo cual se han iniciado los
correspondientes estudios clinicos.

De hecho, la Elgodipina ha sido ya utilizada en huﬁanos en
Fase Clinica I y II; asi, en un estudioc en 6 voluntaribs sanos
{Informe interno IQB RJ-317a/875, 1990), a 1los ‘que se
administraron 7.5 ug/kg y 15 ug/kg en perfusién intravenosa
durante 10 minutos a 6 voluntarios sanos se encontraron niveles
plasmaticos de 20.3 * 6.7 ng/ml, 24.3 * 4.9 ng/ml y 10.3 * 1.4
ng/ml a los 5, 10 y 30 minutos, respectivamente con la dosis de
7.5 ug/kg. Con la dosis de 15 pg/kg, los valores encontﬁados son
48.1 + 11.4 ng/ml, 47.2 * 15.6 ng/ml y 21.3 t+ 4.5 ng/ml,
respectivamente. |

Cuando se estudié la biodisponibilidad absoluta, en 12
voluntarios sanos {(Informe interno IQB RJ-317b/875, 1991) con una
dosis Gnica de 30 pg/kg i.v. en 15 minutos, se establecieron los
siguientes parametros farmacocinéticos: C .= 47.96 =+ 13.18
ng/ml, Tp,,~ 0.25 £ 0 h, t,= 1.58 £ 1.04 h, AUCI = 37.26 + 7.08
ng/ml/h.

En una experiencia, también en 12 voluntarios sanos
(Hunttingtdon Clinical Research, informe internc IQB J-311b/875,

1991), en la que se calculd la maxima dosis tolerada, por via
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oral, se administraron dosis de 20, 30, 40, 60, 80, 100 ¥ 120 mg,
obteniéndose los siguientes resultados:

Dosis de 20 mg: Cp,,~ 29.1 + 13.9 ng/ml, T,,,= 1.9

I+
o
©
o g

ty= 2.55 % 1.52 h.

Dosis de 40 mg: C_ .. = 61.5 t 25.5 ng/ml, T, ,,= 2.2 * 0.9 h

ty= 5.29 %+ 1.86 h. Excrecién urinaria 2.08 % 1.2 ng/ml,

" aclaramiento 0.23 * 0.18 ml/min.

Dosis de 80 mg: C,,,~ 178.5 * 50.8 ng/ml, T,,,~ 2.2 £ 0.7 h

ty= 6.55 + 1.36 h. Excrecién urinaria 3.25 ug en 24 horas,

aclaramiento 0.42 * 0.23 ml/min.

Se escogié la dosis de 20 mg, que fue administrada oralmente
a 8 mujeres voluntarias sanas, determinadndose varios parametros
farmacocinéticos: Cp,,= 52.1 * 22.5 ng/ml, T, .= 1.6 £+ 0.6 h, t,=
10.3 + 12.1 h. (Simbec, informe internc IQB J-311C/875, 1991).

Para estudiar la tolerancia después de dosis crecientes, 12
voluntarios sanos fueron tratados por via oral con dosis de 2.5,
5, 10 y 15 mg. Los parametros farmacocinéticos obtenidos con la
dosis de 10 mg son los siguientes: C .= 10.4 * 1.0 ng/ml, T, .=
1.2 £ 0.2 h, ty= 9.72 h, AUCI = 47.35 t 7.08 ng/ml/h.
(Hunttingtdon Clinical Research, informe interno IQBJ-311a/875,
1990).

Asi mismo, ha sido estudiada la biodisponibilidad absoluta,
igualmente en 12 voluntarios sanos, administrando 30 ug/kg en 15
minutos i.v. y 20 mg p.o. Los parametros farmacocinéticos
obtenidos son los siguientes: C, .= 52.4 ¢ 18.1 ng/ml, T, ,.= 1.5

£+ 0.9 h, ty= 4.7 * 7.1 h, AUCT = 140.28 * 54.74 ng/ml/h. La

biodisponibilidad calculada es del 36.5 % (Informe interno IQB
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RJ-317b/875, 1991).

Como se puede observar de los datos anteriores, la
Elgodipina cuando es administrada por via oral, en humanos,
alcanza el maximo de concentracién plasmatica entre 1.2 y 2.2
horas, con una semi-vida de la fase rapida de 1.5 a 2.5 h y de
4.7 a 9.7 h para la fase lenta. Estos valores son netamente
superiores a los encontrados en la rata y algo mas parecidos a
los obtenidos en los perros. En cuanto al ftdnico dato de
biodisponibilidad obtenido en humanos (36.5%), también es

superior a los datos obtenidos en rata y perro.

De todo lo anteriormente expuesto puede deducirse que el

nuevo antagonista del calcio: Elgodipina, sintetiéado Y
|

desarrollado en el Instituto de Investigacién y Desarrollo
Quimico-Bioldgico (IQB), con la colaboracién de otros centros
hospitalarios y de investigacidn, resulta ser un farmaco de
aplicacién tanto intravenosa como oral, de indicaciones
terapéuticas para el tratamiento de la hipertensién y de los
procesos anginosos, dos de las principales causas, de la

mortalidad, en la especie humana.
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7 .- CONCLUSBIONES

Los estudios sobre la absorcién, distribucién y excrecién

de la Elgodipina, en rata y perro, conducen a las siguientes

conclusiones:

Del estudio de la curvas de concentracidn-tiempo de
Elgodipina sin metabolizar en rata, después de una dosis
dnica por via intravenosa u oral, las concentraciones
plasmaticas de Elgodipina presentan un decaimiento bifasico
de la concentracién en funcién del tiempo, de acuerdo a un
modelo bicompartimental abierto, con eliminacién de primer
orden desde el compartimento central. La comparacién entre
machos y hembras muestra diferencias estadisticamente
significativas, siendo las concentraciones de las hembras
superiores a las de los machos desde los 20 minutos a las

12 horas, después de la administracioén oral.

Los principales parametros que definen este comportamiento
en rata son: semi-vidas de la fase de disposicién réapida
(o) de aproximadamente 30 minutos, semi vidas de la fase de
disposicién lenta (8) de 2 a 4 h, volimenes de distribucién
elevados, de 0.4 a 0.5 1, velccidad de aclaramiento
elevada, aproximadamente de 0.7 1l/h y constantes de
velocidad de eliminacién de 1.4 a 1.8 h™}. La eliminacién es
més rdpida gque la distribucién (K,,>K;, para ambos sexos).
La concentracidén méxima se alcanza a los 20 minutos para

los machos y a los 45 minutos para las hembras. La
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biodisponibilidad calculada, a partir de los niveles
plasmaticos de Elgodipina inalterada, es del 6.7 % y del
48.3 %, respectivamente. Esta biodisponibilidad tan baja es
frecuente en especies con una relacidén superficie/peso muy

elevada, pues conlleva un metabolismo muy acelerado.

En el estudio farmacocinéticoe c¢on productec marcado
isotépicamente, 1%C-Elgodipina, la evolucidn temporal de los
niveles plasmaticos también se ajusta a un modelo
bicompartimental abierto con eliminacién de primer orden

desde el compartimento central.

Los parametros farmacocinéticos gque caracterizan el
comportamiento de la 14C—Elgodipina en rata son: semi-vida
de la fase de disposicidén réapida (a) de 0.5 a 0.9 ﬁ, semi-~
vidas de la fase lenta de disposicién (B) elevadas, de 6 a
8 h, velocidad de aclaramiento de aproximadamente 0.1 1/h,
y constantes de velocidad de eliminacién de 0.3 a §.4 h™1.
La C,,« Se alcanza aproximadamente a las 4 horas para ambos
sexos. Después de alcanzado el maximo, la radioactividad
decrece con una semi-vida de 17 a 20 !h. La
biodisponibilidad calculada es del 59 % y del 49 %,

respectivamente.

La l%c-Elgodipina se excreta principalmente en heces (74 -75
%, i.v., y 80 - 88 %, p.o., respectivamente), mientras que

sb6lo una pequefia fraccién se excreta en orina (15 - 16 %,
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i.v., y 12 - 15 %, p.o., respectivamente). La
biodisponibilidad calculada a partir de los datos de orina

es del 83 % en los machos y del 98 % para las hembrés.

La excrecidn biliar de la 14C—Elgodipina es aproximadamente
del 70 % (i.v.) y del 60 % (p.o.) de la dosis excretgda, en
10 horas, esto contribuye a la elevada excrecién fecal.
Esta elevada excrecidén biliar podria ser causa de uﬁ ciclo

enterchepatico.

La distribucién tisular de la !#c-Elgodipina, tanto por via
oral como intravenosa, es répida y de forma heterogénea por
los 6rganos y tejidos de la rata.

7.1. Después de la administracién i.v. a los 15 minutos
post-dosis, las concentraciones mayores se observan en
las glandulas adrenales y en los pulmones, y'las mas
pequefias en los testiculos, cerebro y tejido adiposo.
La mayor parte de la radioactividad circulante se
encuentra en el plasma, siendo minima la ligada a las
células de la sangre.

7.2. Después de la administracién oral, como es légico, las
concentraciones de radioactividad mis elevadas se
detectan en el estémago y las mas pequefias se
encuentran en el tejido muscular y piel de ambos
sexos.

En el cerebro de ambos sexos, no se ' detecta

radioactividad a ningin tiempo, lo que indica que el
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producto no atraviesa la barrera hematoencef&lica.
Tampoco se ha encontrado radioactividad en 1los
testiculos, lo que hace suponer que no hay peligro de
efectos espermatdxicos.

7.3. La relacién tejido/plasma es mayor de 5 en los
6rganos/tejidos relacionados con el tracto grastro-
intestinal (estémago, yeyuno y colon) y en el higado.
La distribucién tisular observada indica qué las
concentraciones mayores de radiocactividad estéan
relacionadas con los ©Organos/tejidos asociaéos a
procesos de absorcién, excrecidén y biotransformacién

(higado, rifiones y tracto grastro-intestinal).

8.- En el estudio de la barrera placentaria, tanto con lé
administracién i.v. como p.o., durante el periocdo de
estudio (0 - 24 horas), las concentraciones de
radicactividad en los fetos, uGtero y placenta éiempre
fueron inferiores a las concentraciones correspondientes en
el plasma materno. En el liquidc amnidtico, no se eﬁcuentra
radiocactividad a ninglin tiempo. En los fetos, se detectan
cantidades pequefias de radiocactividad (0.01 % dosis/g),
s6lo 1 hora después de la administracién i.v.. En los fetos
las concentraciones de radioactividad, a cualguier tiempo,
no exceden a las concentraciones de radicactividad en 1la
placenta; esto indica que el paso del farmaco a través de

la barrera placentaria es moderado.
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9.-

10.-

1i.-

El porcentaje de unién a 1las proteinas plasmaticas es
superior al 97 % en las tres especies estudiadas (rata,
perro y hombre) y es independiente de la concentracién de

farmaco en el intervalo estudiado (10 - 500 ng/ml).

Del estudio de la curvas de concentracién-tiempo de
Elgodipina sin metabolizar en perro, después de una dosis
Gnica por via intravenosa u oral, las concentraciones
plasmaticas de Elgodipina presentan un decaimiento biféasico
de la concentracién en funcién del tiempo, con unas semi-
vidas aparentes de 1.22 y 8.48 h, en la fase rapida y lenta
respectivamente de eliminacién, de acuerdo a un modelo
bicompartimental abierto, con eliminacidén de primer orden
desde el compartimento central.

La curva de concentracién - tiempc obtenida, despuéé de la
administracién oral, se puede describir como un modelo
mono-compartimental con absorcién y eliminacién de primer
orden. El maximo de concentraciédn plasmiatica se alcanza a
las 4 horas post~dosis en los machos y a 1-2 horas en las
hembras. La concentracién maxima se alcanza aproximadamente
a las 2 h para los machos vy de 1 a 2 h para las hembras.
Las biodisponibilidades calculadas son 1.69 % - 3.72 % y

3.48 & - 11.46 % para uno y otroc sexo.

Con los datos aportados en el presente trabajo, ha podido
pasarse al estudio de la farmacocinética de Elgodipina en

la especie humana, en ensayos clinicos de Fase I y II.
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CERTIFICATE OF ANALYSIS :
NUMBER: 050830
CODE: 87-013

PRODUCT : ELGODIPINE.HC1l (IQB-875)
BATCH N2 : 8807.004

SUPPLIER : LEBSA

QUANTITY : 5 kg

——— A ——— L P ——— Al . S Tt AR S T sk ) A S S o i L S S . P —— — . ——————

BIOLOGICAL TEST

SAFETY : Conform
MICROBIAL PURITY : Conform
CHEMICAL TEST
APPEARANCE : Fine, uniform powder free form visibles
impurities
VISUAL COLOR : White or light yellow
ODOR : Odorless
IDENTITY : IR Spectrum : Conform
UV Spectrum : Conform
Fluorescence : Conform
M.P. : 200.3 - 201.8°C , at 0.% °C/min.

LOSS ON DRYING (24 h, 105 ¢C, <1.5 %) : 0.22 %

HUMIDITY (K.F. <0.7 %) : 0.28 %

HEAVY METALS (< 10 ppm) : Conform

CHLORIDE (Between 6.1 and 6.5 %) : 6.50 %

SULFATE (<0.05 %) : Conform

METHANOL, ACETONE, ETHANOL, ISOPROPANOL (<0.02 %) : Conform

INTERMEDIATE VII (<0.1 %) : Conform

INTERMEDIATE VIII (<0.1 %) : Conform

HPLC: Hypersil ODS, 5 um, 15 x 0.4 cm, 234 nm
Methanol/Ammonium acetate 0.1 N pH=5, 70/30, 1 ml/min
97.61 %

TLC : Kieselgel 60F 254, 7.5 x 5 cnm
Dichloromethane/Methanol/Glacial Acetic ac. (9/1/0.1)

ASSAY (Between 98.0 and 102.0 %) Spectrophotometric : 100.50 %
Spectrofluorimetric : 100.70 %
Potentiometric : 98.88 %
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CERTIFICATE OF ANALYSBIS
NUMBER: 090590
CODE: 87-013
PRODUCT : ELGODIPINE.HCl1 (IQB-875)
BATCH N2 : 8807.005
SUPPLIER : LEBSA
QUANTITY : 13 kg

- ————— T . —————— T Y ————— ] T ————— . T ———— i s S Sy ————— e  ———— A S S S —— . —

BIOLOGICAL TEST

SAFETY : Conform
MICROBIAL PURITY : Conform

CHEMICAL TESBT

APPEARANCE : Fine, uniform powder free form visibles
impurities

VISUAL COLOR : White or light yellow

ODOR : Odorless

PARTICLE SIZE : Less than 100 um

IDENTITY : IR Spectrum : Conform
UV Spectrum : Conform
Fluorescence : Conform

M.P. : 201.2 203.2°Cc , at 0.5 °C/min.
LOSS ON DRYING (24 h, 105 °C, <1.5 %) : 0.31 %

HUMIDITY (K.F. <0.7 %) : 0.39 %

HEAVY METALS (< 10 ppm) : Conform

CHLORIDE (Between 6.1 and 6.5 %) : 6.28 %

SULFATE (<0.05 %) : Conform

METHANOL, ACETONE, ETHANCIL, ISOPROPANOL (<0.02 %) : Conform

INTERMEDIATE VII (<0.1 %) : Conform
INTERMEDIATE VIII (<0.1 %) : Conform

HPLC: Hypersil ODS, 5 um, 15 x 0.4 cm, 234 nm
Methanol/Ammonium acetate 0.1 N pH=5, 70/30, 1 ml/min
99.95 %

TLC : Kieselgel 60F 254, 7.5 x 5 cm .
Dichloromethane/Methanol/Glacial Acetic ac. (9/1/0.1)

ASSAY (Between 98.0 and 102.0 %) Spectrophotometric : 102.27 %
Spectrofluorimetric : 101.71 %
Potentiometric T 99.30 %
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CERTIFICATE OF ANALYSBI1S

PRODUCT: 14C-Elgodipine (Product purified by TLC from 4c-
Elgodipine supplied by Isotpchim)

NUMBER: 060191
BATCH : 910606 (89165) CODE: 91-058
SUPPLIER: I.Q.B. DATE: 06/06/91

MW: 526 g/mol

TOTAL ACTIVITY: 513 uCi (19 MBq) .
SPECIFIC ACTIVITY: 62 mCi/mmol (2296 MBg/mmol)
118 uCi/mg (4365 KBg/mg)
CHEMICAL FORM: Elgodipine in Chloroform/Ethancl solution
IDENTIFICATION: UV spectrum conform
TLC conform
HPLC conform
RADIOACTIVE CONCENTRATION: 5.13 uCi/ml (190 KBg/ml)
CHEMICAL CONCENTRATION: 43.48 ug/ml (UV at 261 nm)
RADIOCHEMICAL PURITY: By HPLC >98%
By TLC >98%
CHEMICAL PURITY: By HPLC >98%
By UV  >98%

T.L.C.: Kieselgel 60F 254 5 x 20 cm (Merck 5808)
Methylene Chloride/Methanol/Acetic acid (90/10/1)
Methylene Chloride/Methancl/Triethylamine (95/5/1)
Autoradiography
H.P.L.C.: Hypersil ¢GDS 5 um, 15 x 0.4 cm
Methanol/pH 5.5 Buffer 70/30, 1 ml/min.
234 nm and Radioactivity detector
UV: In methanolic solution maxima at 234 nm, 297 nm and 361 nm
Ratio of absorbances: 234/361 = 3.16
234/361 = 3.04 (reference standard)
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