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Hace aproximadamente cinco afios, que el destino quiso que yo tropezara con dos personas
maravillosas como son, Anay Luis. Su talento innato, unido a su capacidad de trabajo y sacrificio
hizo que en menos de nueve meses yo tuviera depositada mi Tesis de Licenciatura. Por aquel
entonces ya traté de expresar 10 afortunado que me sentia al haberlos conocido y €l exquisito trato
gue me habian proporcionado. Pero bueno, como en las mejores pargjas, a principio todo es
perfecto, pero con el tiempo pueden aparecer las diferenciasy los problemas de “convivencia’. Sin
embargo, en nuestro caso, €l tiempo sbélo ha servido para unirnos mas y que nos apreciemos como
los mejores amigos, o al menos asi yo lo siento y me lo hacen sentir. Aunque parezca un tépico, yo
pregunto, ¢quién no ha discutido en cinco afios con un amigo?, o mas fécil todavia, ¢qué
doctorando no lo ha hecho con su director? Pues bueno, por lo menos ya puedo presumir de algo
que muy pocos hemos conseguido: nunca nos hemos peleado y de lo Unico que hemos disfrutado
es de larisay el buen humor. Quiero que todas las personas que tengan la oportunidad de leer
estas lineas, aunque sea por simple curiosidad de....... “a ver que ha puesto en los
agradecimientos’ sepan quienes son Ana Polache y Luis Granero. Ambos son ese tipo de personas
que “valen lapena’ y que uno siempre quiere tener asu lado. Ademés de una formacion cientifico-
académica, me habéis transmitido otros valores humanos que nunca os podré devolver. La deuda
contraida es impagable, 1o Gnico que puedo deciros es GRACIAS, GRACIAS, GRACIAS por todo
lo que me habéis dado. Aungue espero que lo sepéis, siempre estaré para todo aquello que me
pidais.

Marisol, gracias por tu infinita comprension y paciencia con “l0” del portétil. jjAndrés, eres
un tio cojonudo!! jjAmunt Valencia!!

¢Alguien conoce a Consuelo Guerri? Desde aqui invito a la gente que lea estas lineas a que le
hagan una rapida busgueda bibliografica .............cccocoo i ¢qué os ha parecido?

. ..Cono se puede observar se trata de la especialista nimero uno del mundo en €l tema
deI alcohollsmo Si su curriculum como investigadora es sencillamente apabullante, su curriculum
como persona lo es todavia més. Chelo, nunca olvidaré el detalle que tuviste hacia mi, y mas alin
cuando todavia no sabias quien erayo. Gracias.

...y como todas las buenas familias, al tiempo aparecié el primer “retofio”, Mary Joe. MJ es
el equilibrio que nos faltaba a todos; bueno mejor pensado, el “desequilibrio”. La verdad que eres
un pozo de bondad y de buenos sentimientos, y eso es, al finy a cabo lo que vale. Hemos gestado
unos lazos afectivos que durardn toda la vida. ¢Te imaginas cuando yo lleve un taca-tacay unos
pafiales de cometa y alin me amenaces con un “te vii a rgjaad’. Desde aqui quiero darte las gracias
por ser como eres, tan buena, tan carifiosay tan tu.

Pero si alguien da aegria a un hogar, esos son los amigos que siempre estan en tu casa
bebiéndose las cervezas que tu te preocupas de “religiosamente” tener bien fresquitas. Ricardo,
Radl, Carlos e Issam, esos sois mis amigos. Todos habéis jugado un papel fundamental en el
desarrollo de este trabajo y desde aqui quiero expresaros mi absoluta amistad. Y digo yo ¢qué
culpa tiene Ricardo de que le guste la informatica? Pues eso, solo puedo pedirte perdon por las
veces que te he molestado, incluso invadiendo tu casa los fines de semanay darte las mas sinceras
delas “gracias’. ¢Qué puedo decir de Zipi y Zape que no se sepa? Pocas personas habran con un
corazén tan grande y ese buen humor como Rall y Carlos. En cuanto a |ssam, bien sabe que tiene
las puertas de mi casa abiertas si algun dia quiere volver de Londres, aungue realmente lo que me



colmariade felicidad es que pudieravolver a Palestina. jjAnimo Issam!!

Pero si alguien hajugado un papel bésico en todo este trabajo ha sido Jose Maria. El dia que
nos dejaste, te llevaste una parte de mi. Las lecciones del “tio Jose Maria’ siempre retumbaran en
mi interior, y apesar de no encontrarte entre nosotros tu llama sienpre me guiara.

Otra persona fundamental en mi corta trayectoria cientifica es Arturo. El fue mi primer
maestro, y eso no lo olvidaré nunca, él fue quien me bautizé en las técnicas experimentales y me
Ilevd de la mano cuando empecé a andar en el duro habitat del laboratorio. Siendo purista, no he
debido decir “fue” sino “es’ puesto que cada vez que lo veo me ensefia algo nuevo. Arturo:
Siempre serés mi Maestro...... Gracias por todo y especialmente por ser como eres. El Dr. Juan
Condomina es otro de los personajes que ha aparecido en mi corta pero intensa historia. “Jo€”
como impone eso de “El doctor Condomina” ..., pero..... si es “Juanillo”, en tio més auténtico que
he conocido nunca. ¢Y que puedo decir de Nima? Sin duda alguna otra persona peculiar y muy
muy especial. En el grupo te echamos constantemente de menos, siempre has aportado |0 mas
bonito y lo que més falta en la sociedad que nos hatocado vivir: larisay el buen humor.....;Acaso
tendralaculpaun Bogavante?

Pero si una etapa ha sido “dura” y ala vez “gratificante” para mi, esa ha sido mi “Estancia
Breve” en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Farmacia de Sevilla. “Dura’ por €l
simple hecho de tener que adaptarte a un lugar nuevo, con gente nueva, con “jefes’
nuevos,...“gratificante” porgque nunca he conocido a gente tan buena y tan acogedora. Desde el
primer dia me hicisteis sentir como en casa. Ademas de introducirme en el extenso y apasionante
mundo de la neurociencia, a convertir ratas “plebeyas’ en ratas de “sangre azul” o a como
destrozar un cerebro en el criostato por acabar antes, lo méas grande que me habéis dado esvuestra
amistad. Perdonadme por no haber ido todavia a veros. Marti, gracias por dejarme ser amigo tuyo,
pero amigo de esos que son para toda la vida. Gracias a Mayka, Inma, Rocio, Isitay Rosa por
dejarme ser “una més’; siempre os llevaré en el corazon. Gracias a Fina y Don Alberto por
abrirme las puertas de su Casa desde €l primer dia, asi como a José Luis, Marisa, Antonio Ayalay
Antonio J por su amistad y comprension.

Recientemente he comenzado una nueva estancia en el Departamento de Psicobiologia de la
Universitat Jaume | de Castellén. En el poco tiempo que llevo ya puedo decir que he tropezado
CON un grupo exquisito, tanto desde el punto de vista humano como cientifico. Gracias atodos por
tratarme tan bien. Gracias a Carlos, Marta, Mercé, Héctor, Radl, Laura, Alicia, Gemay Juanjo.

No querria dejar de acordarme de la Dra. Francisca Torres-Molina, un torrente de bondad,
buena, nobley transparente. Su sencillez llega hasta el punto de que tal vez seala nica personade
este pais que aln pregunta: ¢Qué es eso del “Gran Hermano™ ?.... Respecto a José Esteban Peris me
gustaria resaltar su habilidad docente asi como su calidad humana; gracias por trasmitirme mis
primeros conocimientos en el dificil campo de la estadistica. Desde aqui también querria darles las
gracias atodos aquellos profesores del Departamento que en algin momento me hayan echado una
mano en mis problemas del diaadia.

Los afios que he pasado en esta “ Casa’ me han servido para conocer a muchas personas, al fin
y a cabo, creo que todos hemos tenido suerte de encontrarnos aqui. Gracias a todos. Gracias a



Amparo Montesinos, Eduardo, Eva, Algjandra, Petricio, Victor, “Isa’ Vicent, Manoli, Jaume,
Jaime, Marga, Isabel, Carlos, Belén, Rocio, M?Angeles, ...

Para ir concluyendo me gustaria mentar a mis mas estrechos colaboradores. David, José
Manuel, Nacho, Jorge, Jose, Raquel y Begofia. Posiblemente, tengais un dominio del tema de esta
Tesis mayor que yo, y no lo digo porque verse acerca del alcoholismo.....Todos los dias doy
gracias por haber conseguido tener un grupo de amigos asi. jjjNormal que nostengan envidial!! Y
si el objetivo Ultimo de una Tesis es “descubrir”, imagino que el hecho de “redescubrir’ alin
tendrd mucho més valor; a mi GRAN GRAN amigo Pepe, su mujer Yolanda y sus dos retofios,
Pepey Maria. Espero que formemos una pequefia gran familia.

Tambeén sé que desde el cielo mis “abuelos de Tous” estaran infinitamente orgullosos de mi.
Puesto que nunca te lo pude decir: “gracias abuela por ser una persona tan buena. Solote quejaste
unavez y fue paramorirte......me debesuna’.

Finalmente quiero gritar por el amor que siento hacia mis Padres. Sé de buena tinta que todo
lo que habéis hecho en esta vida ha ido encaminado hacia un mismo objetivo: Yo. Quiero que
sintéis este trabajo como propio. Si vosotros no sois Doctores es simplemente porque el dia que
acabasteis la carrera empezasteis a levantar los cimientos que yo disfruto. GRACIAS por todo lo
gue me habéis dado, 1o que me dais cada dia'y lo que sé que me daréis, porque sé que nunca
dejareis de darme amor, amor del puro, amor del que se puede cortar. jAbuelal Gracias por
dejarme ser tu quinto hijo; jAbuelo! Siempre has sido el espejo en el que me he mirado. Aunque
nos separen mas de 3000 kilémetros, os llevo guardaditos en el corazén.

Pero si alguien tiene la culpa de todo esto es mi mujer, Susana. Siempre has sido mi principal
valedora. TG me animaste a seguir estudiando y a embarcarme en este lio. Bien sabes que hemos
tenido que pagar un precio muy caro por esta Tesis; espero poderte devolver todo lo que te debo.
Gracias por hacerme sentir el hombre més feliz del Mundo. TE QUIERO

iiHASTA LUEGOOQ!!



A Ana, Cheloy Luis



Ami familia



A mispadres



A Susana
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INTRODUCCION

Las recaidas en el consumo de alcohol son uno de los problemas més importantes
con los que se enfrentan, el paciente alcohdlico sometido a tratamiento deshabituador
por un lado, y el equipo clinico que lo trata, por otro. Hay que tener en cuenta que
alrededor del 50% de los pacientes alcohdlicos recaen durante los 3 meses siguientes a
la finalizacion de su tratamiento usual (WHITHWORT, 1996). Por consiguiente, en la
actualidad, uno de los principales objetivos en el tratamiento de la dependencia
alcohdlica es aumentar la tasa de abstinencia tras la interrupcién brusca del consumo de
alcohol (LITTEN y ALLEN, 1998).

Hasta hace relativamente poco tiempo, el arsenal terapéutico disponible para este tipo
de tratamientos quedaba préacticamente restringido a los farmacos aversivos o
interdictores (disulfiram y cianamida) que junto con el tratamiento psicoterapéutico
constituyen los pilares béasicos de las actuaciones clinicas. Sin embargo, los importantes
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avances que se han venido realizando en la comprension de los mecanismos
neurofisiolégicos implicados en la adiccion al etanol han supuesto un impulso decisivo
para la bisqueda de nuevos farmacos que permitan la prevencién de recaidas. En esta
linea, se introdujo en Espafa en 1997 y en 1995 en otros paises de la Union Europea, el
acamprosato.

El acamprosato (bisacetilhomotaurinato calcico) ha demostrado ser un farmaco eficaz
en el mantenimiento de la abstinencia en pacientes dependientes del alcohol. La eficacia
de este farmaco se ha atribuido a su efecto “anticraving”, es decir a su capacidad para
disminuir el deseo compulsivo de consumir alcohol CITTLETON, 1995; SPANAGEL y
ZIEGLGANSBERGER, 1997). El tratamiento con acamprosato debe iniciarse
inmediatamente tras el periodo agudo de desintoxicacion y mantenerse durante, al
menos, 6-12 meses. Se administra en forma de comprimidos con recubrimiento
gastrorresistente a la dosis de 2 g/dia y a intervalos de tiempo de aproximadamente 8
horas.

A pesar de su probada eficacia, se conocen pocos datos sobre su farmacocinética. De
hecho, los pocos estudios existentes, por no decir la totalidad de los mismos, son
documentos internos del laboratorio preparador (realizados en su mayoria en humanos) a
los cuales han tenido acceso Saivin y cols. y que se referencian en el trabajo de revision
publicado por este grupo (SAIVIN y cols., 1998). Por tanto, aunque muchos datos
manejados en la presente Memoria se han obtenido a partir de este trabajo, se ha
considerado oportuno citar la fuente original, la cual se ha precedido de un asterisco (*).

El principal problema en el manejo clinico del acamprosato deriva de su baja
biodisponibilidad oral. Numerosos estudios (SAIVIN y cols., 1998), (CHABENAT vy cols.,
1988) y (monografia MERCK, 1997) han puesto de manifiesto que la absorcion intestinal
del acamprosato es erratica y muy escasa, obteniendo datos de biodisponibilidad en
magnitud en humanos que, en promedio, pueden situarse en torno al 10%
(*FOURTILLAN, 1990; *SCOTT, 1991). Este hecho obliga a la administracion de elevadas
dosis diarias, lo que encarece y hace mas incobmodos para el paciente los tratamientos
con este farmaco, y, lo que es mas grave, puede ser el responsable del fracaso
terapéutico detectado en una cierta proporcién de pacientes tratados.

El trabajo desarrollado en la presente Memoria pretende subsanar esta falta de datos
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desde un punto de vista farmacocinético, con el objetivo de poder recurrir al disefio
biofarmacéutico para optimizar la terapia con este farmaco. En concreto, los aspectos
menos conocidos de su farmacocinética estan relacionados con dos de los procesos mas
importantes del ADME: absorcién y eliminacion.

El estudio de los mecanismos implicados en la eliminacién del acamprosato
en la rata se ha abordado, a través de diversos y sencillos disefios experimentales. Para
ello, en primer lugar, se ha caracterizado la ausencia de rutas metabdlicas implicadas en
la eliminacion del farmaco. Posteriormente se ha estudiado la linealidad farmacocinética
del acamprosato en la rata tras su administraciéon por via intravenosa rapida. Al mismo
tiempo, se ha profundizado en el conocimiento de los mecanismos implicados en la
excrecion renal de este compuesto mediante la perfusién endovenosa del mismo a tres
velocidades diferentes hasta alcanzar el estado estacionario, determinandose los valores
de aclaramiento total y renal del farmaco. Finalmente se han realizado diversos
experimentos en los que se ha administrado conjuntamente el acamprosato con el
probenecid, conocido inhibidor de la secrecidn tubular activa de diversos farmacos a nivel
renal.

Por otro lado y con el objetivo de identificar las causas de la escasa biodisponibilidad
oral en magnitud del acamprosato, se continué con el estudio de la absorciéon
intestinal de este farmaco en la rata, iniciado con anterioridad por nuestro grupo
investigador. Para un andlisis integro de la fase de absorcion del farmaco, se ha
empleado un amplio aanico de técnicas experimentales. Primeramente se estimé el
valor de biodisponibilidad en magnitud del farmaco tras su administracién oral. Al mismo
tiempo se ha intentado dilucidar el motivo o motivos de su exiguo valor, asi como
incrementarlo de un modo significativo con el empleo de promotores de la absorcion
intestinal. Para ello, utilizando una sencilla técnica de perfusion in situ, se ha perfundido
conjuntamente el acamprosato con el polisorbato 80 o con el caprato so6dico, dos
conocidos promotores de la absorcién intestinal transcelular y paracelular,
respectivamente. A la luz de los resultados obtenidos, se realizaron ensayos adicionales
con el caprato sddico en condiciones in vivo e in vitro (células Caco-2)






1. ANTECEDENTES

1.1 CARACTERISTICAS GENERALES DEL ACAMPROSATO
1.1.1 Estructura quimica

El farmaco objeto de estudio de la presente Memoria es el acamprosato, cuya
denominacién quimica es bisacetilhomotaurinato célcico o bisacetilaminopropano

sulfonato calcico.

Posee un peso molecular de 403.39 g/mol, y su estructura es analoga a la de ciertos
aminoacidos farmacolégicamente activos como taurina, GABA y glutamato (LITTLETON,
1995). EI 4C-acamprosato, empleado también en la presente Memoria, cuenta en su
estructura con el is6topo radiactivo del carbono segln se representa en la Figura 1.1.
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Figura 1.1 Representacion grafica de la estructura quimica de acamprosato, “C-acamprosato, taurina,
acido g-aminobutirico (GABA) y &cido glutdmico.

1.1.2 Propiedades fisico-quimicas

Es un polvo blanco, inodoro o practicamente inodoro y de sabor amargo. Es soluble
en agua, en un medio géstrico artificial y en la mayoria de fluidos biol6gicos (FAUS y
cols., 1996).
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En disolucién acuosa se encuentra casi totalmente disociado (98%) (CHABENAT y
cols., 1988) originando dos moléculas de acetilhomotaurinato y un i6n de Ca™2.

Sus disoluciones acuosas presentan un pH entre 55 y 7.0. Los estudios
potenciométricos confirman que el acamprosato es una base débil, por lo que el pH de
sus disoluciones acuosas esta proximo al del agua destilada. De aqui se deduce que su
acido conjugado, el acido acetilhomotaurinico, es un &cido fuerte (CHABENAT vy cols.,
1988).

Las propiedades fisico-quimicas y organolépticas del **C-acamprosato son iguales a las
del producto no radiactivo.

La estabilidad del acamprosato fue estudiada por Chabenat y cols. en 1988 con ayuda
de un espectrofotdmetro de absorcién UV y un cromatdgrafo liquido de alta resolucién
(HPLC) provisto de un detector de UV. La estabilidad del farmaco se ensayé en diversos
medios: disolucién acuosa a distintos pH (entre 0y 8), HCI 4N, disolucién acuosa a 100°C
durante 4 horas y suero humano a 37°C durante un mes. Durante estos experimentos el
espectro de absorcion UV y el pico del cromatograma correspondiente a la molécula en
estudio aparecieron siempre constantes. De acuerdo con estos resultados los autores
concluyeron que el acamprosato es un compuesto de elevada estabilidad quimica por lo
que parece extremadamente improbable que pueda actuar como precursor de la
homotaurina (metabolito potencialmente mas probable) (CHABENAT vy cols., 1988).

1.1.3 Propiedades farmacoldgicas

El acamprosato se utiliza en la terapia de mantenimiento de la abstinencia en
pacientes dependientes del alcohol. Se le atribuye una accién, que en terminologia
anglosajona se ha denominado "anticraving"”, es decir, es capaz de disminuir el deseo
compulsivo por consumir alcohol (DURBIN y cols., 1995; LITTLETON, 1995; SPANAGEL y
ZIEGLGANSBERGER, 1997).

Tanto los estudios desarrollados en animales, como los realizados en humanos,
demuestran que no produce aversién por el etanol (a diferencia del disulfiram o la
cianamida), ni inhibe los efectos gratificantes del mismo (a diferencia de paltrexona).
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Tampoco reemplaza, ni potencia los efectos del alcohol (a diferencia de los ansioliticos)
(GEWIS y cols., 1989).

A) Mecanismo de accion

El mecanismo de acciéon del acamprosato no esta totalmente dilucidado, y los estudios
al respecto, en ocasiones, no son concordantes. Parece actuar sobre distintos sistemas
de neurotransmision implicados en la dependencia alcohdlica y, por tanto, sus acciones a
nivel del sistema nervioso central son variadas. En términos generales este farmaco,
probablemente, reduciria la hiperexcitabilidad neuronal, que aparece durante la
deshabituacion endlica.

Uno de los primeros mecanismos de accion que se sugirieron fue la capacidad para
restablecer la transmision y actividad gabaérgica, aumentando la poblacion de receptores
del GABA en el hipocampo de ratas dependientes al alcohol, tal y como demuestran los
estudios realizados por Daoust y cols., en 1986. Estudios posteriores determinaron que el
acamprosato también incrementa los niveles de serotonina (5-hidroxitriptamina) en
plasma y en cerebro (NALPAS y cols., 1990)

Por otro lado se ha comprobado que durante la instauracién de la alcohol-
dependencia, el nimero de receptores NMDA (receptor del glutamato) aumenta (GUERRI
y GRISOLIA, 1983; SAKIMURA y cols., 1995; FADDA y ROSSETI, 1998; FAINGOLD y
cols., 1998). Este receptor permite la entrada de cationes calcio al citosol produciendo
excitacion neuronal (GUERRI y GRISOLIA, 1983). De acuerdo con algunos estudios
realizados en ratas, el acamprosato actuaria bloqueando estos receptores y por tanto
inhibirfa dicha excitacion (AL QATARI y LITTLETON, 1995). Sin embargo otros estudios
sugieren que el acamprosato actla como agonista parcial, incrementando la activaciéon
de los receptores NMDA cuando los niveles endégenos de aminoacidos excitatorios son
bajos e inhibiendo su activacién cuando estos niveles endégenos aumentan (NAASSILA y
cols., 1998; AL QATARI y cols., 1998). Recientemente, los ensayos realizados en nuestro
laboratorio empleando una técnica de microdialisis in vivo en los que se perfundieron
distintas soluciones de acamprosato (0.05, 0.5 y 5 mM) en ausencia y presencia de
diversos agonistas y antagonistas de los receptores NMDA en el nlcleo accumbens de la
rata, parecen confirmar que el acamprosato actla como antagonista de dichos
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receptores (CANO-CEBRIAN y cols., 2003).

Por otra parte, segun algunos autores, el acamprosato también seria capaz de
aumentar la liberacion de taurina en el nlcleo accumbens en ratas alcohol-preferentes, lo
gue permitian restablecer su nivel normal, y suprimir asi la excitacion neuronal tipica del
periodo de deshabituacion (LITTLETON, 1995).

B) Indicaciones

El acamprosato se utiliza en la terapia de mantenimiento de la abstinencia en
pacientes dependientes del alcohol, estando indicado en las siguientes situaciones:

1) Bebedores con bajo nivel de motivacién y/o bebedores con elevado indice de
severidad de su adiccion con el fin de que resulte mas confortable el
abandono de bebidas alcohdlicas.

2) Prevencion de recaidas tras el cese de consumo.

3) Prevencién de recaidas en épocas de especial riesgo (vacaciones, situaciones
personales conflictivas, etc.)

C) Ensayos clinicos

El acamprosato se ha mostrado eficaz en la reduccién de la ingesta alcohdlica, tanto
en modelos animales (BOISMARE y cols., 1984; GEWISS y cols., 1991; LITTLETON,
1995; SPANAGEL y cols., 1996; SPANAGEL y ZIEGLGANSBERGER, 1996), como en
ensayos iniciales en humanos (LHUINTRE y cols., 1985; LHUINTRE y cols., 1990; LE
MAGNEN, 1990).

En el afio 1988, se disefid6 un programa de ensayos dinicos a nivel europeo con la
intencién de confirmar la eficacia del acamprosato en el mantenimiento de la abstinencia
alcohdlica observada en los primeros estudios. El programa englobaba trece estudios
multicéntricos, controlados con placebo y doble ciego, y un estudio abierto para valorar
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interacciones medicamentosas, su tolerancia clinica y biolégica (AUBIN y cols., 1994).

Considerando conjuntamente todos los datos del programa europeo de ensayos
clinicos, puede afirmarse que la tasa de abstinencia, en todos los niveles de valoracion,
fue significativamente superior en los pacientes tratados con acamprosato. De esta
forma, tras 180 dias de tratamiento, el 35% de los pacientes que recibieron
acamprosato, mantenian su abstinencia, frente al 25% de los tratados con placebo
(p<0.001). Tras 360 dias, las tasas de abstinencia eran del 33% en los tratados con
acamprosato, y del 21% en los tratados con placebo (p<0.001) (monografia MERCK,
1997.). De los ensayos clinicos también se extrajo informacién adicional como la obtenida
por Besson y cols. (1994) los cuales detectaron una mayor tasa de abstinencia en
pacientes que combinaron el tratamiento de acamprosato con disulfiram. Ademés no se
detect6é ningun tipo de interaccién entre ambas sustancias. Otra conclusién importante
que se extrajo del estudio de Sass (1995) fue que el efecto beneficioso del acamprosato
comienza a detectarse tras 60 dias de tratamiento.

Existen otros estudios no incluidos en el estudio multicéntrico europeo, como el
realizado por Ades y cols., en 1992, o el publicado por Whitworth y cols. en 1996, en los
gue se alcanzan conclusiones similares a las anteriormente citadas.

D) Toxicidad y reacciones adversas

Los estudios de toxicidad aguda, subcrénica y cronica realizados en distintas especies
animales no han revelado riesgo potencial para el hombre (FAUS y cols., 1996).

No se han detectado alteraciones a nivel de la fertilidad y reproduccion. Tampoco se
han encontrado signos de actividad mutagénica ni carcinogénica (FAUS SOLER vy cols.,
1997).

En general se puede afirmar que el acamprosato es bien tolerado. De todos los
estudios clinicos realizados, las reacciones adversas mas comunes detectadas son la
diarrea y las nauseas.
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Parece ser que la toxicidad del farmaco esta relacionada con la ingesta excesiva de
calcio presente en el compuesto (WITHWORTH y cols., 1996).

E) Posologia y forma de administracién

En pacientes cuyo peso es superior a los 60 kg, el acamprosato se administra tres
veces al dia (2 comprimidos por la mafana, 2 al mediodia y 2 por la noche), en forma de
comprimidos con recubrimiento gastrointestinal (333 mg de acamprosato por
comprimido).

En pacientes con peso inferior a los 60 kg, la posologia es de 4 comprimidos
recubiertos en tres tomas diarias (2 comprimidos por la mafiana, 1 al mediodia y 1 por la
noche).

La duracion recomendada del tratamiento es de un afio (monografia MERCK, 1997)

1.2 FARMACOCINETICA DEL ACAMPROSATO

1.2.1 Farmacocinética en animales

Tan solo existe publicado un estudio sobre la farmacocinética del acamprosato en
animales de experimentacién. Dicho estudio fue realizado por Chabenat y cols. en 1988,
sobre 3 perros de 9, 12, y 11 kg a los que se les administr6 una inyeccién intravenosa
rapida de 150, 100, y 50 mg/kg, respectivamente. Los perros fueron anestesiados con
pentobarbitona a la dosis de 30 mg/kg, seguido de cloralosa al 5% segun las
necesidades.

La representacion grafica de las concentraciones plasmaticas de acamprosato
obtenidas frente a sus correspondientes tiempos de muestreo (Figura 1.2) refleja, tal y
como sefialaron los autores, que el mejor ajuste para los datos experimentales obtenidos
es el de una curva biexponencial (modelo bicompartimental).
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Figura 1.2 Representacion grafica de las concentraciones plasmaticas obtenidas en perros por
Chabenat y cols. en 1988, tras administracion intravenosa rapida de tres dosis diferentes de acamprosato.

Para el ambito de las dosis administradas (desde 550 hasta 1350 mg), los
aclaramientos totales obtenidos oscilaron entre 93.6 y 101.2 ml/min, indicando una
aparente linealidad en la farmacocinética del acamprosato por via intravenosa.

Otro hecho destacable de este estudio es que el acamprosato se distribuye y se
elimina muy rapidamente; la semivida de distribucion obtenida oscilé entre 3.67 y 1.42
minutos, mientras que la semivida de eliminacion vari6é entre 34.78 y 21.89 minutos.



Antecedentes 19

1.2.2 Farmacocinética en voluntarios sanos
1.2.2.1 Absorcion

En general, y de acuerdo con los escasos resultados publicados, puede aceptarse que
la absorcion intestinal del acamprosato es pobre en magnitud y lenta en velocidad.

Poco se sabe acerca de los mecanismos implicados en su absorcién intestinal, de
hecho lo existe publicado un trabajo, que estudia en profundidad el mecanismo de
absorcién del acamprosato utilizando la rata como modelo animal de experimentacion v,
en el cual, se demuestra que el farmaco se absorbe, presentemente por difusion pasiva
(MAS-SERRANO vy cols., 2000).

Uno de los estudios (no publicado) mas revelantes sobre la farmacocinética del
acamprosato es el realizado por *Fourtillan en 1990. Se realiz6 en 24 voluntarios sanos
(varones), a los que se administré el acamprosato segun distintos protocolos: dosis oral
Unica de 2 comprimidos de 333 mg, 2 comprimidos de 333 mg tres veces al dia durante 7
dias (21 dosis), y perfusion intravenosa de 666 mg durante 15 minutos. Entre los
resultados del estudio destaca el referido a la baja biodisponibilidad oral en magnitud
obtenida, que fue del 11 + 1 %. Por otra parte, los resultados del estudio llevaron a los
autores a proponer la existencia de un fenémeno FLIP-FLOP en la farmacocinética del
acamprosato tras su administracion oral.

Similares resultados se han obtenido en otros estudios posteriores tampoco
publicados. Asi en 1991, *Scott realiz6 un estudio con 4 voluntarios sanos, a los que
administré 1320 mg de solucién oral de acamprosato marcado radiactivamente. De
nuevo tan soélo el 11% de la dosis radiactiva se encontré en orina y el 88% en heces, lo
gue sugeria una absorcion limitada.

En los Cuadros 1.1 a 1.3 se resumen los pardmetros farmacocinéticos mas
importantes obtenidos en humanos tras la administracién del acamprosato por distintos
autores y trabajos y que han sido recopilados por Saivin y cols. (1998).
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1.2.2.2 Distribucion

No existen estudios publicados en los que se aborde el analisis detallado de la
distribucion del acamprosato. Se sabe, sin embargo, que el acamprosato no se une
apreciablemente a proteinas plasmaticas (WILDE y WAGSTAFF, 1997; DURBIN y cols.,
1995).

Su capacidad para atravesar la barrera hematoencefdlica y acceder al sistema
nervioso central esta probada, a pesar de su marcada naturaleza polar. En los estudios
realizados por Durbin y cols. en 1995, se administraron dosis de 100 y 30 mg/kg de *C-
acamprosato por via oral e intravenosa respectivamente. La relacion del area bajo la
curva de niveles cerebrales y niveles plasméticos fue de 0.17 para la via oral y 0.19 para
la via intravenosa. Por tanto, el acamprosato es capaz de acceder al sistema nervioso
central en proporcion apreciable (aproximadamente un 18%o).

1.2.2.3 Metabolismo y excrecion

Diversos autores han postulado la ausencia de rutas metabélicas en la eliminacién del
acamprosato (*FOURTILLAN, 1989;*DEWLAND, 1991; *SCOTT, 1991).

La excrecion del acamprosato parece producirse fundamentalmente por via renal. Sin
embargo, existen ciertas discrepancias en los resultados publicados por diferentes
autores sobre este aspecto.

En este sentido, de acuerdo con el estudio de *Fourtillan (1990), tras la
administracién de 666 mg de acamprosato en perfusién intravenosa durante 15 minutos
a 24 voluntarios sanos, se obtuvo un valor de aclaramiento total igual a 15.78 + 0.72 1/h,
y el aclaramiento renal fue de 7.92 + 1.08 I/h. Es decir, aproximadamente la mitad de la
dosis fue eliminada de forma inalterada por la orina (Cuadro 1.1).

Sin embargo, en otro estudio realizado por *Jaillon y Salvat en 1991 sobre un total de
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12 individuos a los que se administr6 dosis de 10, 20 y 30 mg/kg, en perfusion
intravenosa durante 10 minutos, se pudo comprobar que el aclaramiento renal era
practicamente equivalente al aclaramiento total del farmaco.

Esta discrepancia en los esultados obtenidos en ambos estudios puede residir, tal
vez, como bien han sefialado Saivin y cols. (1998), en el diferente método analitico
empleado por los dos grupos de investigacion.

Tampoco se conocen con claridad los mecanismos implicados en la excrecion renal del
compuesto. De hecho, ninguno de los trabajos publicados disponibles, aventura ningln
mecanismo paralelo a la filtracion domerular. Tan s6lo *Dewland, en 1991, indica la
posibilidad de la existencia de un proceso de secrecion tubular activa, aunque no
fundamenta esta afirmacion.

1.2.2.4 Linealidad farmacocinética
A) Linealidad de la disposicién del acamprosato

El estudio de la linealidad cinética de la disposicién del acamprosato ha sido abordado
en dos estudios diferentes. En el estudio realizado por *Jaillon y Salvat en 1991, a 12
voluntarios sanos se les perfundié durante 10 minutos placebo, 10, 20, y 30 mg/kg de
acamprosato, dejando un periodo de una semana entre cada una de las dosis. El area
bajo la curva de concentraciones plasmaticas de acamprosato (AUC ), va aumentando
de forma lineal con el aumento en la dosis administrada, lo que demuestra la linealidad
cinética de la disposicion del acamprosato (Cuadro 1.4)
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Dosis (mg/kg) AUC (ng/1-h)
10 49360 + 22580
20 93760 *+ 29140
30 159130 + 54460

Cuadro 1.4 valores de AUC obtenidos tras la administracion de diferentes dosis de acamprosato Se

aprecia que al aumentar la dosis administrada, el AUC aumenta linealmente (adaptado de Saivin y
cols.,1998).

Dewland abord6 el problema administrando por via oral, varias soluciones del fArmaco
de concentracion creciente (333, 666, 1332 y 2664 mg). De acuerdo con sus resultados,
el T, no se modific6 con la dosis administrada. Sin embargo, el Cmax y el &rea bajo la
curva de niveles pasmaticos del farmaco si aumentaron de forma lineal con la dosis
(*DEWLAND, 1991)
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Dosis (mg) T, (h) C,.. (mo/) AUC (ny/I.h)
333 1.4+0.2 326 + 143 1155 + 658
666 1.5+£0.5 783 + 257 5443 + 1888
1332 1.4+0.5 914 + 316 7197 + 2317
2664 1.2+£0.5 1549 744 12624 + 5265

Cuadro 1.5 Resultados obtenidos por *Dewland en 1991. Se puede observar el aumento de forma

lineal tanto del C__. como del AUC con respecto a la dosis de acamprosato administrada (Adaptado de

Saivin y cols., 1998).

B) Linealidad en el tiempo

Tras la administracion oral de 666 mg de acamprosato tres veces al dia en régimen
posologico, se obtuvo que la cantidad total excretada en orina entre dos dosis del
séptimo dia (34.8 £ 3.3 mg), no varia con respecto a la excretada tras la primera dosis
(325 + 2.4 mg). Esto confirma que no existe modificacion en la excrecion del
acamprosato tras un largo periodo de administracion (*FOURTILLAN, 1990).
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1.2.3 Farmacocinética en pacientes con insuficiencia hepéatica

Tanto el estudio realizado por *Miguet en 1991, como el realizado por *Haug en
1992, permiten concluir que la farmacocinética del acamprosato no se ve afectada por
cambios en la funcién hepatica. Por tanto, el acamprosato no estd contraindicado en
pacientes con insuficiencia hepatica, complicacién habitual en el potencial usuario de este
farmaco. En el Cuadro 1.6 se recogen los parametros farmacocinéticos mas relevantes
obtenidos en el estudio.

Dosis (mg) C,, (/) T __ () AUC (nglh)  typ (h) Cl, (rh) Autor
666 527+314 2.3+0.8 4614+2763 17.9+10.1 7.74+228  *Miguet 1991
666 581+197 1.5+0.7 4195+879  150+6.6 17.03+6.83 *Fourtillan 1989
666 783+257 15405 5443+1888 13.0+4.5 7.74+228  *Dewland 1991

Cuadro 1.6 Resultados obtenidos por *Miguet, en 1991, en pacientes con enfermedad hepética,
comparados con resultados obtenidos por otros autores €Fourtillan y *Dewland) en voluntarios sanos.
(Adaptado de Saivin y cols., 1998).
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1.2.4 Farmacocinética en pacientes con disfuncién renal

Diversos autores han sugerido que el acamprosato no debe ser administrado a
pacientes con insuficiencia renal ante el riesgo seguro de acumulacion del farmaco
(DURBIN y cols., 1995; WILDE y WAGSTAFF, 1997).

En el estudio de *Sennesael (1992) se utilizaron 12 pacientes con distinto grado de
insuficiencia renal, asi como 6 voluntarios sanos. Los enfermos se distribuyeron en
insuficientes renales “moderados” y “severos” en funcién de su aclaramiento de
creatinina (moderado: 1.8-3.6 I/h-1.73 m?) (severo: 0.3-1.74 I/h-1.73 m?). Se administr6
el acamprosato en forma de comprimidos (2 x 333 mg), y en una Unica dosis. Las
concentraciones plasmaticas obtenidas se representan en la Figura 1.3.
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Figura 1.3 Farmacocinética @&l acamprosato en pacientes con distinto grado de afectacién renal
(Tomado de Saivin y cols., 1998).

Como se aprecia, las curvas de nivel plasmatico promedias sufrieron importantes
cambios como consecuencia del empeoramiento en la funcién renal.
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Los parametros farmacocinéticos obtenidos por Sennesael se reflejan en el Cuadro
1.7.

Cl eatinina  Dosis (mg) Coocmun T ) 1,0 Clga /0 Cl, wm
(I/h-1.73 n?)

0.3-1.74 666 198 +£3.8 58+1.3 18.2+3.2 183.96+25.86 10.05+1.22
1.8-3.6 666 398 +78 4.3+0.8 33.4%+6.6 66.50+18.10 3.29+0.85
>4.5 666 813+109 23.3%7.7 46.6*12.8 15.85+4.5 1.10+0.21

Cuadro 1.7 parametros farmacocinéticos obtenidos por *Sennesael en 1992, en pacientes con distinto
grado de afectacion renal. (Insuficiencia renal severa (Clreanna = 0.3-1.74 I/h. 1.73n7), insuficiencia renal
moderada (Clreatina = 1.8-3.6 I/h. 1.73 nf), sano = (Clreainina>4.5 I/h.1.73 nf)). Adaptado de Saivin ycols.
(1998)

Como se aprecia, los valores de de C ., T, Yy semivida de eliminacion
aumentaban cuanto mayor era la intensidad de la disfuncion renal. Por el contrario, los
aclaramientos total (Clt) y renal (Clr) disminuian cuanto mas alto era el grado de la
enfermedad. Ademds se encontrd una correlacion lineal entre los valores de aclaramiento
total y renal con los valores de aclaramiento de creatinina en los pacientes. Los
coeficientes de correlacion obtenidos fueron de 0.8235 para el CIt y 0.8932 para el
Cl., respectivamente.
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1.2.5 Farmacocinética en el paciente alcohdlico

La interaccién entre el acamprosato y el etanol se ha estudiado en los dos sentidos, es
decir, la influencia del etanol sobre la farmacocinética del acamprosato y viceversa.

La influencia del acamprosato en la cinética del alcohol se ha abordado a través de un
estudio cruzado con 12 voluntarios sanos. Se establecieron dos grupos experimentales:
un grupo control y otro sometido a un pretratamiento con 666 mg de acamprosato cada
8 horas administrado por via oral durante 2 dias. En cada uno de ellos se analiz6 la
farmacocinética del etanol a lo largo de 6 horas tras una administracion de
aproximadamente 32 g del mismo (80 ml de Whisky 40% mezclado con 80 ml de soda).
El valor de Cmax del etanol fue de 413 + 127 pug/ml en el grupo tratado con acamprosato
y 401 *+ 88 pg/ml en el grupo control. Los valores de AUC tampoco mostraron
diferencias estadisticamente significativas, siendo de 623 + 260 pg/l-h y 653 + 264
pg/l-h, respectivamente. Tras el andlisis estadistico de los resultados los autores han
concluido que el acamprosato no influye en la disposicion del alcohol (*LUCKER, 1989).

El estudio de la influencia del etanol sobre la farmacocinética del acamprosato ha sido
abordado, segln nuestros datos, por dos grupos de trabajo. A partir de sus resultados se
puede afirmar que el etanol no afecta a la disposicion del acamprosato (*DEWLAND,
1991; DURBIN y cols., 1995).

*Dewland en 1991 realizé un estudio sobre 12 voluntarios sanos a los que ® les
administr6 una dosis inicial de 0.9 g/kg de etanol o placebo, una hora antes de la
administracion de 1332 mg de acamprosato por via oral, en forma de comprimidos.
Posteriormente se fueron administrando reiteradamente dosis de etanol de 0.09 g/kg
desde tiempo 0 y cada 30 minutos, hasta las 7.5 horas después de haber administrado el
farmaco. La toma de muestras de sangre se prolong6é durante 48 horas. Los parametros
farmacocinéticos obtenidos quedan reflejados en el Cuadro 1.8.
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Dosis (mg) Com(mu/) T () AUC@muih) t,,(n) Cl. (/M)

1332 (comp) 258 + 82 7.8+5.1 9573 + 5136 46.8 £51.0 9.33+£3.77

1332 (comp) + etanol 289+ 91 6.0+4.1 8894 + 6537 30.8+30.4 9.62+5.15

Cuadro 1.8 Resultados obtenidos por *Dewland en 1991, en el estudio de la influencia del etanol
sobre la farmacocinética del acamprosato (Adaptado de Saivin y cols., 1998).

La comparacion de los valores de  AUC desde tiempo cero hasta tiempo infinito en
las dos condiciones estudiadas muestra que no existen diferencias estadisticamente

significativas. Las curvas de niveles plasmaticos obtenidas se pueden observar en la
Figura 1.4.
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Figura 1.4 Influencia del etanol en la farmacocinética del acamprosato (Tomado de Saivin y cols.,

1998).

Adicionalmente, en nuestro laboratorio se realiz6 un estudio sobre la influencia del
alcoholismo crénico en la absorcion intestinal del acamprosato. Los ensayos se realizaron
mediante una técnica in vitro, utilizando el intestino delgado de la rata Wistar. Los
ensayos realizados demostraron que el flujo de acamprosato a través del borde en cepillo
del enterocito no se modificd de un modo estadisticamente significativo en los animales
alimentados mediante una dieta liquida enriquecida con etanol con respecto a los
animales alimentados con dieta slida convencional o dieta liquida control (sin etanol)
(MAS-SERRANO vy cols., 2000). Los resultados obtenidos en este estudio se resumen en

la Figura 1.5.

A Without sloohol
T W Vithoalcohal

[
o ot
'I‘x T =
- ~z
‘H'"\-\." -
SR
e i
- - 1 —re— - - .
5] 12 18 24 30 kL] 42
Tima (b}




Antecedentes 33

] -
- é:
10000 Z
] [ Dieta liquida-control T 25
] W71 Dieta liquida-alcohol o é;
1 E=3 Dieta sdlida VA ég 25
1000 7| 2 78
= = | Al z
& ] H |HA 7
] 78 H| A 7=
e H |AlFA 7z
o ] 75 | 2 7=
{ H 7=I17= /=
= 7= H| e H
2 H|H =
E A Zull7= %=
(= ] 7= H| 2 7=
— ] % 7=l17= 7=
] 7= 7=117= 7=
i 7 H| A 75
1 7= oH | A 7
= %= H| A 7=
75 7% A | A 75
10 7= ¢_ %_ - f-
E / H |AA 7
1 / = |HA 7
E 7= 7= | 3 7=
7= 7e H| A %
1_4@ 7= 7=IRVENE 72

T

T T
10° 2,5x10° 10 6,0x10*  10° 2,5x10°% 5,0x10°% 102 1,5x10°? 2,5x10?2 4,0x10°% 8,0x10?

Acamprosato (M)

Figura 1.5 Flujo de acamprosato a través del borde en cepillo del enterocito ¢ ) determinado en
yeyuno de rata de los animales alimentados con dieta liquida-control, dieta liquida-alcohol y dieta solida
(Tomado de Mas-Serrano y cols., 2000).

1.2.6 Interacciones con los alimentos.

*Fourtillan (1992) estudi6 la influencia de la ingesta de alimentos en Ila
farmacocinética del acamprosato. Para ello se administraron 666 mg de acamprosato en
comprimidos en presencia o ausencia de alimentos a 12 voluntarios sanos. Se tomaron
muestras de sangre durante 72 horas, y la orina fue recogida hasta las 96 horas después
de la administracion. Los resultados obtenidos por el autor, reflejados en el Cuadro 1.9,
muestran que d C__ descendié un 42% y el AUC un 23% cuando el farmaco se
administré conjuntamente con alimentos.
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96
Dosis Coax (m/) T, () AUC (ny/l.h) U (%dosis)

2 xcomp. 333mg 172+ 30 9.6 + 3.6 2555 + 257 58+ 0.4

2 x comp. 333mg

. 99 + 10 6.9+1.7 1970 £ 221 5.0+ 0.4
+ comida

Cuadro 1.9 Resultados obtenidos por *Fourtillan en 1992. Se detecta un descenso significativo en el

valor de Cmax y en el de AUC cuando se administra el farmaco junto con alimentos (Adaptado de Saivin y
cols., 1998)

No obstante, los resultados en orina parecen ser contradictorios puesto que la
diferencia en la cantidad de farmaco excretado inalterado en orina en ayuno y en
presencia de comida fue solamente del 14%.

Adicionalmente, dro estudio (SOYKA, 1996) demostré que la biodisponibilidad del
acamprosato disminuy6 aproximadamente un 20% debido a la presencia de alimentos tal
y como se observa en la siguiente Figura.
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Figura 1.6 Niveles plasmaticos de acamprosato tras administracién por via oral de 2 comprimidos de

333 mg del farmaco en voluntarios en ausencia ("Fasting") o presencia de alimentos ("Not fasting"). Tomado de
Soyka (1996).

Hasta la fecha, ningln autor ha tratado de explicar de forma coherente esta variacién.

Sin embargo, cabe resaltar que en la mayoria de los estudios clinicos el acamprosato se
administré en presencia de alimentos.
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1.2.7 Interacciones con otros farmacos

De modo general, puede decirse que el acamprosato no presenta interacciones
significativas con ninguno de los farmacos que habitualmente se han administrado en la
terapia de mantenimiento de la abstinencia en pacientes dependientes del alcohol con la
excepcion de la naltrexona. Diversos estudios asi lo confirman.

En un ensayo realizado por *Fourtillan en 1995 se estudid la interaccion del
acamprosato con diazepam. El diazepam es un ansiolitico, perteneciente al grupo de las
benzodiazepinas, que se usa como adyuvante en las terapias para el abandono de la
dependencia endlica. El mencionado estudio se realiz6 sobre 16 voluntarios sanos, 8 de
ellos recibieron 5 mg de diazepam dos veces al dia durante 7 dias, y al séptimo dia se les
administré conjuntamente el diazepam con acamprosato (666 mg tres veces al dia). Los
ocho restantes recibieron el tratamiento en sentido inverso. Los pardmetros cinéticos del
acamprosato, diazepam y nordiazepam (principal metabolito del diazepam) no sufrieron
variaciones estadisticamente significativas, por lo tanto no se detecté ninguna interaccion
entre estas tres sustancias (*FOURTILLAN, 1995).

El mismo autor también disefid un ensayo para estudiar las interacciones entre el
acetilhomotaurinato calcico y la imipramina. La imipramina es un conocido antidepresivo
triciclico que se asocia muchas veces al acamprosato en las terapias de deshabituacion
alcoholica. El disefio del ensayo fue exactamente igual al realizado con diazepam, a
excepcion de que la imipramina se administré6 una vez al dia a dosis de 50 mg. En el
estudio se comprob6 de nuevo la ausencia de interacciones entre ambos farmacos
(*FOURTILLAN, 1995).

Aubin y cols. en 1994 y 1995, realizaron varios estudios sobre la interacciéon de
ansioliticos como oxazepam o meprobamato con acamprosato. Tampoco estos autores
detectaron ningun efecto clinico o indeseable anormal, atribuible a una interaccién entre

los farmacos.

Respecto al consumo conjunto de acamprosato con disulfiram, conocido farmaco
utilizado como aversivo alcohdlico, *Dewland mostré6 en 1995 que el disulfiram no
interfiere en la disposicion del acamprosato.
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Recientemente, se ha venido proponiendo la utilizacién conjunta de acamprosato y
naltrexona para la prevencion de las recaidas en el habito endlico. Este hecho ha
obligado a la realizacién de estudios que evallen la potencial interaccién, no sélo desde
el punto de vista farmacodinamico, sino también desde el punto de vista farmacocinético.
En este sentido, Mason y cols., han publicado recientemente un trabajo de gran
importancia a nuestro entender. Este grupo de trabajo comprob6 que la coad ministracion
de acamprosato y naltrexona aument6 en un 33% el valor de Cmax del acamprosato en
los voluntarios sanos con respecto al grupo control. Adicionalmente detectaron una
disminucion del 33% en el valor de T, y un incremento del 25% en el valor de AUC
del acamprosato cuando se coadministraban ambos farmacos (MASON vy cols., 2002).
Paralelamente el acamprosato no afect6 los parametros farmacocinéticos de la naltrexona
ni de su metabolito 6-B-naltrexol. La naltrexona es un antagonista selectivo de los
receptores opioides (CHANG vy cols., 1979), y aunque su mecanismo de accion
“anticraving” es completamente diferente al del acamprosato, se ha propuesto su uso
conjunto para la prevencion de las recaidas del paciente alcohédlico. Los autores sugieren
como posible causa del incremento en la fraccion absorbida de acamprosato al hecho de
que los antagonistas de receptores opioides afectan al transito gastrointestinal (KREVSKY
y cols., 1990; AURICH vy cols., 1993); esto podria afectar a la absorcién intestinal del
acamprosato. Adicionalmente sugieren que la interaccion de la naltrexona con receptores
opioides presentes en el intestino también podria inducir cambios en la permeabilidad
intestinal del acamprosato.

1.2.8 Influencia de la edad y el sexo en la farmacocinética del
acamprosato

Debido a que la mayoria de estudios farmacocinéticos del acamprosato se han
realizado en varones sanos (SAIVIN y cols., 1998), se realiz6 un estudio comparativo
entre voluntarios de sexo diferente. Para ello se compararon los principales parametros
farmacocinéticos tras la administracién oral simple de 666 mg de acamprosato a 12
voluntarios sanos de cada sexo. Las muestras plasmaticas se recogieron durante 120
horas y la comparacion estadistica de los parametros obtenidos (Cuadro 1.10) no revelo
la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre ambos sexos
(*DEWLAND, 1995).
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. ¥
Dosis n sexo Coa (mu/y T () AUC; (ng/lh) t,, ()
666mg 12  masculino 188 £ 81 50%1.9 3242 + 2885 27.5+18.8
666 mg 12 femenino 212 £ 83 4.3+1.2 3866 + 2011 28.4+15.1

Cuadro 1.10 pParametros farmacocinéticos del acamprosato en voluntarios de ambos sexos (Adaptado
de Saivin y cols., 1998).

Aunque no se ha realizado un estudio estricto para evaluar la influencia de la edad de
los pacientes en la farmacocinética del acamprosato, se pueden extraer ciertas
conclusiones a partir de otros estudios. En el estudio desarrollado por *Haug en 1992 con
el objetivo de dilucidar la relacion entre el grado de insuficiencia hepética y la
farmacocinética del acamprosato, el grupo correspondiente a los voluntarios sanos estaba
constituido por personas con una edad media de 50 afios. Los parametros
farmacocinéticos del acamprosato obtenidos en este grupo experimental no presentaron
diferencias estadisticamente significativas con los obtenidos en otros estudios
desarrollados en personas jévenes sanas (SAIVIN y cols., 1998).
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1.3 ABSORCION INTESTINAL Y MECANISMOS PARA SU
PROMOCION

1.3.1 Mecanismos de absorcién intestinal

La absorcion de los xenobiéticos a través del tracto gastrointestinal se realiza por
varios mecanismos que permiten su entrada al torrente sanguineo. Hay que considerar
que los compuestos se absorben mayoritariamente en el intestino delgado, aunque en
algunos casos, y en funcién de sus caracteristicas, pueden absorberse también en el
colon y en el estbmago.

El intestino delgado es una formacién tubular que, en la rata adulta, presenta
aproximadamente un metro de longitud. La pared del intestino delgado consta de cuatro
capas, siendo la denominada capa mucosa la que esta en contacto con el liquido luminal
y, por tanto, la que interviene directamente en el proceso de absorcion.

Las caracteristicas morfologicas de la mucosa del intestino delgado corresponden a las
funciones altamente especializadas en absorcidn que realiza. El detalle morfolégico mas
sobresaliente en este sentido es el aumento de superficie Gtil para la absorcién (GUYTON
y HALL, 1999) en virtud a las valvulas conniventes (pliegues de Kerkring), las
vellosidades intestinales y las microvellosidades de los enterocitos. En consecuencia, el
aumento de la superficie de la mucosa intestinal debido a estas adaptaciones es del

orden de 600 veces respecto al cilindro fundamental.

De un modo general se puede decir que el epitelio intestinal actia como barrera
para separar al organismo del medio externo, lo cual consigue mediante la membrana
celular del enterocito, la presencia de transportadores asociados a la membrana, las
enzimas intracelulares y los complejos de unién (denominados en terminologia
anglosajona “tight junctions”). Aunque el movimiento de iones a través del epitelio
intestinal se encuentra parcialmente restringido, es suficiente para conseguir un
gradiente de potencial eléctrico a su través.
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Una molécula podra atravesar el epitelio intestinal, principalmente, mediante tres
mecanismos que implican a dos posibles vias de entrada: difusion pasiva a través de la
membrana celular (ruta transcelular), difusién pasiva entre células adyacentes (ruta
paracelular) y paso mediado por transportadores a través de la membrana celular
(Figura 1.7). La denominada ruta paracelular corresponde al paso acuoso a través del
espacio intercelular, el cual se encuentra restringido por el complejo de unién (ight
junction) situado en la zona apical de los enterocitos (DIAMOND, 1977).

Los compuestos de naturaleza lipofilica atravesaran facilmente la membrana celular
mediante difusion transcelular. Por su parte, la naturaleza acuosa de la ruta paracelular
lo convierte en la ruta favorable para la absorcion, mediante difusion pasiva, de
moléculas hidrofilicas que no sean sustrato de ningun transportador.
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Figura 1.7 Representacién esquematica de los distintos mecanismos para atravesar el epitelio
intestinal (Adaptado de Ward y cols., 2000).
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1.3.2 Mecanismos implicados en la absorcidon del acamprosato

Los estudios presentes en la literatura que aborden los mecanismos implicados en la
absorcion del acamprosato son escasos. En general, consideran que el acamprosato se
absorbe muy poco en el tracto gastrointestinal, presentando una gran variabilidad
interindividual (FAUS-SOLER y cols., 1997; SAIVIN y cols., 1998).

Los datos existentes en la bibliografia hasta hace relativamente poco tiempo eran mas
bien contradictorios. Chabenat y cols. (1988) indican que, probablemente, debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas, el acamprosato sea capaz de cruzar las barreras bioldgicas
gracias a la presencia de algun tipo de portador.

Sin embargo, otro estudio posterior (SAIVIN y cols., 1998) sugiere que el
acamprosato podria absorberse a nivel intestinal, al menos en parte, por la via
paracelular, es decir, a través de las uniones que existen entre las células epiteliales. No
obstante, estos autores no aportan evidencias experimentales que avalen su hipétesis.

El estudio publicado recientemente por Mas-Serrano y cols. (2000) es el Gnico que
aborda un estudio mecanistico del problema. Para ello, los autores ensayaron una amplia
gama de concentraciones de farmaco (desde 0.01 mM hasta 80 mM) en intestino de rata
aislado mediante una técnica in vitro. Sus resultados demostraron que el acamprosato se
absorbe a través del intestino de rata mediante un proceso de difusion pasiva, es decir,
se trata se trata de una cinética aparente de caracter lineal. Adicionalmente el estudio se
realizé tanto en ratas alcohélicas como en ratas control comprobandose, ademas, que no
existe ningun efecto del alcoholismo crénico en el transporte intestinal del farmaco. De
hecho, los valores de permeabilidad efectiva obtenidos en el grupo control (0.213 +
0.004 cm/h) y en el grupo alcohdlico (0.206 + 0.001 cm/h) son practicamente idénticos.

Aunque algunos autores han sugerido la posibilidad del transporte del farmaco
mediante portadores (CHABENAT vy cols., 1988), en el estudio de Mas-Serrano y cols.
(2000) no se detectaron indicios de saturabilidad del proceso. Sin embargo, este grupo
investigador, estudid la absorcion del acamprosato en presencia de compuestos
estructuralmente relacionados con él, como la taurina o el GABA, que pudieran actuar
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como posibles inhibidores. En los ensayos realizados con una concentracion de farmaco 1
mM y 40 mM de inhibidor no se detect6 una inhibicién apreciable del proceso. Sin
embargo, cuando ensayaron una concentracion de acamprosato de 100 uM y 40 mM de
taurina o de GABA, se evidencié una inhibicion del flujo de acamprosato a través del
intestino del orden del 30 % en ambos casos tanto en el grupo control como en el grupo
sometido a un tratamiento de alcoholismo crénico. En la Figura 1.8 se resumen los
resultados obtenidos por este grupo de trabajo.
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Figura 1.8 Efecto inhibidor de la taurina y del GABA en el flujo de acamprosato. Las barras
representan el transporte de farmaco 100 PM en ausencia y en presencia de los aminoacidos ensayados. ()
Diferencias estadisticamente significativas (P<0.05). (Tomado de Mas-Serrano y cols., 2000)

Finalmente Mas-Serrano y cols. apuntan como posible proceso implicado en el
transporte intestinal del acamprosato, y que podria ser responsable de su baja
biodisponibilidad oral en magnitud, a un hipotético sistema de secrecién desde el
enterocito hasta el lumen intestinal. Diversos estudios han demostrado la presencia de
transportadores especificos que median la secrecion de farmacos y reducen su
biodisponibilidad. Un ejemplo de estos sistemas es la Glicoproteina P (ARIMORI y
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NAKANO, 1998). Se trata de un portador de amplio espectro localizado en la membrana
del borde en cepillo de los enterocitos y que esta involucrado en la secrecién, desde el
enterocito hasta el lumen intestinal, de diversos farmacos, como algunos antineoplasicos
(LEU y HUANG, 1995), glicésidos cardiacos (SU y HUANG, 1996), péptidos (AUNGST y
SAITOH, 1996) y cationes organicos (SAITOH y AUNGST, 1995), provocando una
reduccion aparente de su absorcién. La mayoria de sustratos de la glicoproteina P son
sustancias de naturaleza hidrofébica AMORA vy cols., 1998) y de un peso molecular
entre 200 y 300 daltons (UEDA y cols., 1997); no obstante se sabe que se trata de un
portador bastante inespecifico.

1.3.3 Promocion de la absorcion intestinal

El epitelio intestinal es una de las principales barreras para la absorcién o ingreso en
el organismo de nutrientes y xenobidticos. Las principales alternativas para incrementar
la absorcion de moléculas con una limitada permeabilidad intestinal son: transformacién
en un profarmaco de naturaleza mas lip6fila que la molécula nativa, modulaciéon de su
estructura para convertirlo en sustrato de algun tansportador y/o la coadministracion

junto a promotores de su absorcién.

El empleo de promotores de absorcion, en el caso de compuestos que se absorben
por difusion pasiva, no es novedoso en el ambito biofarmacéutico y tecnolégico. Son muy
diversas las wstancias que pueden emplearse como promotores de la absorcién (DE
BOER, 1994). Los principales tipos de sustancias empleadas como tales son: tensiactivos,
acidos grasos, gliceroles de cadena media, detergentes esteroideos, acilcarnitina y
alcanoilcolinas, @ -aminoacidos N-acetilados, quitosanos y otros polimeros
mucoadhesivos (AUNGST, 2000). En los dltimos afios se estan estudiando compuestos
con capacidad para promover la absorcién de moléculas con una baja permeabilidad
intestinal que actuan principalmente regulando de un modo reversible el paso a través de
las uniones intercelulares. Cabe destacar moléculas como la toxina de la Zonula
occludens (Zot), proteina de 45 kDa procedente de la cubierta celular de la bacteria
Vibrio cholerae (FASANO vy cols., 1997; COX y cols., 2002), la toxina DG, la cual se trata
de un fragmento de menor tamafio (12 kDa) procedente de Zot (DI PIERRO y cols.,
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2001; SALAMA vy cols., 2003) o moléculas dadoras de éxido nitrico como el NOC5 vy el
NOC12 (YAMAMOTO vy cols., 2001).

Dos de estas sustancias, el Polisorbato 80 y el Caprato sédico, han centrado nuestra
atencion por su demostrada capacidad para incrementar la absorcién intestinal de
diversos compuestos por distintos mecanismos y porque no causan efectos toxicos a
nivel de la membrana intestinal a la concentracidon efectiva. (SAWADA vy cols., 1991;
PEREZ-BUENDIA y cols., 1993). A continuaciéon se describen de forma somera los
principales efectos del polisorbato 80 y el caprato sddico en la absorcién intestinal de
distintos compuestos.

A) Polisorbato 80

En general, se considera que los tensiactivos no idnicos incrementan
mayoritariamente la permeabilidad de compuestos a través de la via transcelular
(BERMEJO y cols., 1991; ANDERBERG vy cols., 1992). Los efectos del Polisorbato 80
(tensiactivo no iénico) sobre la absorcidn intestinal de distintas sustancias han sido
extensamente analizados por distintos autores. Estos efectos son complejos y claramente
dependientes de las concentraciones empleadas. Su uso como promotor para la
absorcion de sustancias de moderado a bajo peso molecular y moderada a elevada
hidrofilia, radica en su capacidad para incrementar la polaridad de la membrana
absorbente (BERMEJO vy cols., 1991; ANDERBERG y cols., 1992). Recientemente, Rege y
cols. (2002) han puesto en evidencia que el polisorbato 80 también es capaz de inhibir el
transportador de péptidos en cultivos de células Caco-2.

Ensayos realizados, in situ, en colon de rata han demostrado que tensiactivos
naturales como el taurocolato sdédico, al igual que tensiactivos sintéticos como el
polisorbato 80 son capaces de incrementar de un modo significativo el valor de k, de las
moléculas mas hidrofilicas de una serie homéloga (BERMEJO y cols., 1991). Asi pues,
aquellas sustancias que por su moderada o elevada hdrofilia difundan lentamente a
través de la membrana absorbente, podrian ver incrementada su velocidad de absorcion
(GARRIGUES vy cols., 1992; FABRA-CAMPOS vy cols., 1994) en presencia de un tensiactivo

como el polisorbato 80. Este podria ser el caso del acamprosato.
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B) Caprato sddico

El caprato sédico es un acido graso de cadena media (C10) que también se ha
estudiado ampliamente debido a sus efectos promotores de la absorcién intestinal de
diversos compuestos (SAWADA y cols., 1998; LINDMARK y cols., 1997). El caprato sédico
es capaz de incrementar, de un modo significativo, la permeabilidad efectiva (P ) del
manitol, la vasopresina, y diversos polietilenglicoles (PM=238-502 daltons) determinada
en monocapas de células Caco-2. En concreto, el caprato sédico 13 mM fue capaz de
incrementar unas seis veces valor de la P, del manitol en sus condiciones de ensayo
(LINDMARK y cols., 1997; LINDMARK y cols., 1998).

Del mismo modo, los ensayos realizados por Tomita y cols. (1988) empleando como
sustrato experimental unos sacos intestinales obtenidos a partir del duodeno de rata,
demostraron que la presencia del caprato sodico era capaz de incrementar la constante
de velocidad de absorcion (ka) del cefmetazol unas 6 veces respecto a su valor
intrinseco.

Segun algunos autores, el caprato sddico actia fundamentalmente incrementando la
absorcién por la ruta paracelular (LO y HUANG, 2000). Se piensa que su accion sobre la
estructura de las uniones estrechas consiste en producir una deformacion estructural en
éstas a modo de dilataciones, siendo el tamafio y el nimero de dilataciones dependientes
del tiempo de exposicion de las células al caprato sédico (ANDERBERG vy cols., 1993).
Recientemente, Watson y cols. (2001) han demostrado que este acido graso no ejerce
efecto sobre d diametro del poro intercelular, sino que incrementa la permeabilidad,
posiblemente aumentando el nimero de poros funcionales. Aunque estos fenémenos se
han detectado en cultivos celulares, es previsible que éstos también se produzcan in vivo.

Aunque las propiedades promotoras del polisorbato 80 y el caprato sodico se han
demostrado extensamente en estudios in vitro e in situ (BERMEJO y cols., 1991,
ANDERBERG y cols., 1992 y 1993; SAKAI y cols., 1997; LINDMARK y cols., 1998), son
escasos los estudios en los que se demuestre su eficacia in vivo. Segun Chao y cols.,
1999) el caprato sodico es capaz de incrementar la absorcion intestinal de un
decapéptido in vitro e in vivo, sin embargo, los resultados obtenidos por Lennernas y
cols. (2002) muestran que el C10 tiene un efecto limitado, determinado in vivo, en la
promocion de moléculas a través de la membrana rectal en humanos. Este Gltimo grupo
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investigador concluye que los estudios in vivo son necesarios para validar los resultados
obtenidos en ensayos in vitro e in situ. Ademas, los ensayos in vivo también seran
necesarios para determinar la dosis efectiva de promotor que se deberia adicionar a
futuras formulaciones.

Por tanto, Eniendo en cuenta las caracteristicas fisico-quimicas del acamprosato s
seleccionaron dos moléculas que probablemente fueran capaces de incrementar la
permeabilidad intestinal del farmaco. Ademas, el empleo de estas sustancias puede ser
una herramienta valida para identificar la principal ruta difusional empleada por el
compuesto para su absorcién (transcelular o paracelular) (KNIPPT y cols., 1997).
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1.4 OBJETIVOS

La presente Memoria se enmarca dentro de un proyecto de investigacion titulado:
"Optimizacion de la farmacoterapia de la dependencia alcohdlica con acamprosato:
estudio de los mecanismos de absorcion y eliminacién del farmaco. Estrategias para la
mejora de las pautas posoldgicas”. Los objetivos perseguidos con la realizaciéon de los
experimentos presentados en la presente Memoria fueron los siguientes:

1. Caracterizar la farmacocinética del acamprosato tras su administracion intravenosa
en forma de bolus en la rata. En concreto, el primer objetivo era establecer con
claridad:

1.1. La existencia, 0 no, de linealidad en la disposicion del farmaco

1.2. Las vias de eliminacion del farmaco
2. Caracterizar los mecanismos involucrados en la excrecién renal del acamprosato

3. Establecer los mecanismos y rutas que participan en la absorcion oral del farmaco

4. Iniciar los estudios sobre la promocién de la absorcion intestinal del acamprosato






2. MATERIALES Y METODOS

2.1 COMPUESTOS ENSAYADOS

El farmaco objeto de estudio de la presente Memoria es el acamprosato o bis-
acetilhomotaurinato calcico. Adicionalmente, para el desarrollo de los distintos estudios
incluidos en este trabajo, se han empleado otras sustancias relacionadas a continuacion,
cuyas estructuras quimicas y pesos moleculares aparecen detallados en el Cuadro 2.1:

» Acamprosato, en su forma cristalina, concretamente como sal célcica, cedido
gratuitamente por Laboratorios Lipha® S.A. (Lyon).
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> C-Acamprosato, en su forma cristalina (sal célcica), cedido gratuitamente por
Laboratorios Lipha S.A. (Lyon). El producto suministrado presenta una actividad
total de 1 mCi, y una actividad especifica de 90.0 mCi/mmol. El **C-acamprosato
cuenta en su estructura con el isétopo **C en dos de los carbonos de su molécula
tal y como se muestra en el Cuadro 2.1

» Inulina, polisacarido de P.M.™ 5000 g/mol, formado basicamente por unidades
de fructosa que, dadas sus peculiares caracteristicas de eliminacién, se puede
utilizar para la evaluacion fiable de la funcién renal y, en concreto, de la
velocidad de filtracion glomerular. La sustancia ha sido suministrada por MerckP.

» %C-Manitol, suministrado por NEN Life Science Products (Perkin-EImerO). Se
adquirieron 0.5 pCi del producto, el cual presenta una actividad especifica de 45
mCi/mmol. Cuenta en su estructura con el isétopo **C en uno de los carbonos de
su molécula como se aprecia en el Cuadro 2.1.

» Probenecid, en su forma cristalina. Su denominacién quimica es acido
p-(dipropilsulfamoil) benzoico. Suministrado por Sigma® Chemical Co. (St. Louis).

» Caprato soédico, en su forma cristalina. Su denominaciéon quimica es acido
n-decanoico (riqueza 99-100%). Suministrado por Sigma® Chemical Co. (St.
Louis).

» Polisorbato 80, tensiactivo no iénico en su forma liquida. Su denominacién
quimica es polioxietilen (20)-sorbitan-monoleato. Suministrado por Sigma®
Chemical Co. (St. Louis).
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Compuesto
Estructura PM (g/mol
(oCI) (9 )
Acamprosato o NN | e 403, 39
I
4C-acamprosato 8 .
H)C\/\i/a 403,39
CHz——CH,—CH,
. ~
Probenecid NSO CooH 285,4
robeneci e z@
1 - _L m
Inulina | Ko = (€ 5000

Caprato sédico

/\/\/\/\)k 194,2
O Na*

C*H,0H
HO——1—H
HO=——H
14C-manitol H—T—OH 182,2
H———OH
CH,OH
HO—fH,C—H,C: O—CH24H>—OH
R H H
Polisorbato 80 ST N 1282
” e AN
Wexrysz=20 H2—€)—CH2—CH>:O—CO—(CH2)7 (CHz)—CHg

Cuadro 2.1 penominacién comdn internacional (DCI), estructura quimica y pesos noleculares de las
sustancia empleadas para la realizacion de la presente Memoria.
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2.2 ANIMAL DE EXPERIMENTACION

El animal de experimentacion empleado para la realizacién de este trabajo ha sido la
rata albina macho de raza Wistar. En los ensayos de absorcién intestinal in situ e in vivo,
se emplearon animales de peso comprendido entre 220-280 g. Las ratas de peso
comprendido entre 280-320 gramos se utilizaron para aquellos ensayos en que se tuvo
que canular la vena yugular del animal.

Previamente a la administracidon del farmaco, todos los animales se mantuvieron en
ayunas durante un periodo aproximado de 18-24 horas, en el que se dispusieron en
jaulas con doble fondo, a fin de evitar la coprofagia, y con acceso libre al agua de bebida.

Todos los animales se criaron en el estabulario de la Facultad de Farmacia de
Valencia, y se mantuvieron con una dieta equilibrada (dieta sélida estandar) en perfectas
condiciones higiénicas y climaticas:

v' Temperatura: 23+ 1 °C
v" Humedad: 60 %
v' Ciclos de luz y oscuridad: 12-12 horas (Conexion de 8:00 a 20:00)
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2.3 CARACTERIZACION DE LOS MECANISMOS DE
ELIMINACION

El estudio de los mecanismos implicados en la eliminaciéon del acamprosato se ha
abordado a través de cuatro tipos de experimentos, los cuales se han realizado en el
siguiente orden cronolégico:

» Célculo de la fraccidn inalterada de acamprosato en orina tras administracion
intravenosa rapida.

» Determinacién de las curvas de nivel plasmatico tras la administracion
intravenosa rapida de tres dosis de acamprosato.

» Estimacion de los aclaramientos total y renal de acamprosato en condiciones de
estado estacionario a tres velocidades de perfusion diferentes.

» Administracién conjunta de un conocido inhibidor de la secrecién tubular activa

como el probenecid (10 y 20 mg) y acamprosato.

2.3.1 DETERMINACION DE LA FRACCION INALTERADA DE
ACAMPROSATO EN ORINA TRAS ADMINISTRACION
INTRAVENOSA RAPIDA

2.3.1.1 Soluciones de trabajo

A)  Solucién de acamprosato

Para la determinacion de la fraccion inalterada de farmaco en orina tras
administracion intravenosa rapida, se emple6 una disolucion de 44 mg/ml de
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acamprosato. Esta disolucién se preparé con solucién salina isoténica.

Puesto que a todos los animales se les administré 0.5 ml, la dosis ensayada fue de
22 mg de acamprosato.

B) Solucion de nulina

Se prepar6 una disolucion de inulina, de concentracion 20 mg/ml, en agua bidestilada.
El volumen que se administré a cada animal siempre fue de 0.5 ml, por tanto la dosis
administrada de inulina siempre fue de 10 mg.

C) Reactivo de antrona

El reactivo de antrona esta constituido por una disolucién de antrona, al 2%, en &cido
sulfurico del 70%. Esta solucion es muy sensible a la luz, por lo que se almacend en un
frasco topacio, renovandose cada 2-3 semanas.

2.3.1.2 Métodos quirurgicos

Para la realizacion de este conjunto de experimentos se sometié al animal de
experimentacién a una doble intervencién quirdrgica. En primer lugar, se le implanté una
canula en la vejiga urinaria, lo que permite su lavado directo y, por tanto, la recogida de
la orina que contiene a fempos preestablecidos. En segundo lugar, y manteniendo al
animal anestesiado, se le implanté una canula en la vena yugular derecha.

En el Epigrafe 2.3.1.2.1 se describen tanto los procedimientos seguidos para la
fabricacion de la canula que se implanta en la vejiga urinaria como la técnica quirlirgica
para su implantacion.

La elaboracién del material empleado para la implantacion de la canula en la vena
yugular y posterior administracion de preparados y toma de muestras, asi como los
procedimientos quirdrgicos se describen en el Epigrafe 2.3.1.2.2 .
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2.3.1.2.1 Implantacién de la canula en la vejiga urinaria

1) Canula de implantacion en vejiga urinaria

La canula urinaria se prepara a partir de un fragmento de tubo de polietileno rigido de
1.5 cm de longitud, 0.5 mm de didmetro interno y 1 mm de diametro externo. En dicho
fragmento se depositan 2 gotas de polietileno fundido por calor en uno de sus extremos
y el otro extremo se corta a modo de bisel. La canula se completa adaptando al extremo
biselado un fragmento de tubo de silicona, de unos 18 cm de longitud, con un hilo de
seda adherido con silicona a 1 cm del punto de conexién con el tubo de polietileno. El
conjunto se esteriliza en autoclave antes de su utilizacién.

2)  Aguja de exteriorizacion

Esta aguja se utiliza para conducir la canula por debajo de la piel de la rata hasta el
punto deseado para, atravesando la piel, sacarla al exterior.

Esta aguja debe reunir dos condiciones: ser robusta para atravesar la piel del animal y
acoplar con el diametro interno de la canula. Para ello, se introduce, a presién, una aguja
de 0.75 mm de diametro (20G) dentro de otra de 1.15 mm de diametro.

3)  Obturador

El obturador se utiliza como tapén de la canula por su extremo externo.

Se prepara a partir de tubo de polietileno de 0.5 mm de didmetro interno y 1 mm de
diametro externo. En el que un extremo se obtiene cortando el tubo en bisel y el otro

tras aplicacién de una fuente de calor (llama) y posterior prensado para asi cerrar la luz
del tubo.
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4)  Tubo puente

Se trata de un tubo que se conecta a modo de prolongacion, a la canula implantada
en la vena yugular de la rata con lo cual se facilita el acceso al torrente sanguineo
permitiendo el libre movimiento del animal en el interior de la jaula donde se encuentra
alojado.

Se prepara a partir de un tubo de silicona de 12-15 cm de longitud, 0.5 mm de
diametro interno y 1 mm de didmetro externo. A continuacion se fija un hilo a unos 3 cm
de uno de los extremos con ayuda de goma adhesiva de silicona. Este hilo podra
sujetarse, mediante una pinza fijada a un pie metalico, y de este modo se puede elevar a
la altura deseada sobre la rata.

La conexion entre la canula y el tubo puente se efectia mediante un fragmento de
tubo de polietileno de 0.5 mm de diametro interno y 1 mm de didmetro externo, en el
que un extremo esta cortado en forma de hisel.

5) Implantacion de la canula en la vejiga urinaria

El proceso comienza con la anestesia del animal, la cual se consigue introduciéndolo
en el interior de una pequefia campana de gases donde se ha vertido un pequefo
volumen de éter dietilico.

Una vez anestesiado el animal, se coloca en el tablero de operaciones en posicidn de
decubito supino y se le fijan las extremidades, con cinta adhesiva, al tablero.

La anestesia se mantiene durante toda la operacién mediante una torunda de algodén
empapada con éter dietilico y depositada en el fondo de un vaso de precipitados
pequefio, cuya boca se sitla en las inmediaciones de las fosas nasales de la rata.

A continuacién se realiza una incisién longitudinal de 1 cm en la zona baja del
abdomen con ayuda de unas tijeras de punta roma y unas pinzas de diente de raton, se
separandose las capas subcutaneas y musculares hasta dejar al descubierto la vejiga.
Seguidamente, se efectla un pequefio corte en la vejiga y se introduce el extremo del
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fragmento de polietileno de la canula en el orificio practicado. La canula & fija en la
vejiga con un hilo, anudando fuertemente para evitar fugas de liquido por el orificio. A
continuacion se fija el tubo de silicona al muasculo recto abdominal y se exterioriza el
extremo libre por el cuello del animal. Tras la exteriorizaciéon de la canula se tapona el
extremo libre de la misma con un obturador. El proceso concluye con la irrigacion de la
herida con povidona yodada al 10% y la sutura de la capa muscular y la subcuténea. La
correcta sutura y desinfeccion de la herida son de gran importancia en este tipo de
intervencidn ya que de no ser asi, se corre un elevado riesgo de que se infecte la herida.

2.3.1.2.2 Implantacién de la canula en la vena yugular

1) Cénula de implantacion en vena yugular
Las canulas se preparan a partir de un tubo de silicona de 12 cm de longitud. A unos
4 centimetros de uno de sus extremos se adhiere un hilo de seda trenzada de calibre 4/0

USP, de aproximadamente 20 cm de longitud, con ayuda de adhesivo de silicona.

En el momento de utilizar la canula, el extremo corto de la misma se recorta a 34
mm, medidos desde el punto donde comienza la goma adhesiva.

Las canulas se esterilizan en el autoclave antes de su implantacion.

2) Aguja de implantacion

Se obtuvo a partir de un catéter Abbocath-T (20 G X 32 mm), recortando la aguja y
su correspondiente funda de pléstico.

La funda de plastico queda recubriendo la aguja, la cual tendra el mismo diametro
externo que la canula. Esto evitara discontinuidades que dificulten la implantacién.
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3) Implantacion de canula en vena yugular

La técnica de canulacibn permanente de la vena yugular de la rata ha sido
desarrollada por nuestro grupo de investigacion, siguiendo alguna de las directrices
resefiadas en la bibliografia YWAELDELE y STOCLET, 1973; HARMS y OJEDA, 1974;
UPTON, 1975; MIGDALOFF, 1976; BONNET y cols., 1978; JOHANNESSEN, 1982; BAKAR
y NIAZI, 1983).

El proceso de canulacién comienza con la anestesia del animal, introduciéndolo en el
interior de una pequefia campana de gases donde se ha vertido un pequefio volumen de
éter dietilico.

Una vez anestesiado el animal, se coloca en el tablero de operaciones en posicién de
decubito supino y se le fijan las extremidades, con cinta adhesiva, al tablero.

La anestesia se mantiene durante toda la operacion mediante una torunda de algoddn
empapada con éter dietilico y depositada en el fondo de un vaso de precipitados
pequefio, cuya boca se sitta en las inmediaciones de las fosas nasales de la rata.

Posteriormente se localiza la zona media clavicular y con la ayuda de unas pinzas de
diente de ratdon y unas tijeras de punta roma se practica la incision, de forma
longitudinal, de la piel del animal. A continuacion, se separan las capas superiores de
tejido subcutaneo con la ayuda de unas tijeras de punta fina y unas pinzas de diente de
ratbn de menor tamafio a las anteriormente utilizadas, hasta dejar al descubierto
aproximadamente 1 cm de la vena.

Al extremo largo de la canula previamente fabricada se conecta una jeringuilla que
contiene suero fisioldgico heparinizado y atemperado a 37°C. Se comprueba que la
canula funciona correctamente y se deja llena de suero. Al extremo corto se le conecta la
aguja de implantacion.

Posteriormente, se introduce cuidadosamente la punta de la aguja de implantacion en
la parte alta de la vena, avanzando aproximadamente 5 mm por el interior de la misma,
en direccion hacia el corazén, hasta que se saca de nuevo al exterior. Lentamente, se tira
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de la aguja al tiempo que se gira sobre su eje hasta que el extremo de la canula queda
fuera de la vena. En este momento, se desconecta la aguja de implantacion, y con la
ayuda de unas pinzas de punta fina, se hace retroceder la canula hasta que el extremo
vuelva a situarse en la luz del vaso. Para comprobar que la canula se encuentra en el
interior de la vena se succiona suavemente con el émbolo de la jeringuilla, observandose
en tal caso que la sangre fluye por el interior de la canula hasta llegar a la jeringa. Se
hace avanzar la canula por el interior del vaso, hasta el punto de unién con el hilo de
seda. En este momento, el extremo de la cinula introducido se encuentra en el atrio de
la auricula derecha de la rata. A continuacion se fija la canula al masculo adyacente a la
zona de implantaciéon mediante el hilo de seda que lleva unido.

Tras comprobar que el nudo para fijar la canula no la estrangula y funciona
perfectamente, se sustituye la jeringa por la aguja de exteriorizacion, la cual se hace
pasar entre la piel y el tejido subcutadneo hasta la zona dorsal del cuello donde se extrae
el extremo largo de la canula al exterior. A continuacién se desconecta la aguja de

exteriorizacién y se tapona con un obturador.

Finalmente, la herida practicada se desinfecta con povidona yodada al 10% y se
sutura con ayuda de una aguja convencional e hilo de seda.

El tiempo habitual que se requiere para completar el proceso de canulacion es inferior
a 30 minutos. La Figura 2.1 muestra, de forma esquematica, este proceso.
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N W
FANNCEREE
=

Figura 2.1 Representacion esquematica de los principales pasos seguidos durante la canulacién de la
vena yugular de la rata.

2.3.1.3 Protocolo experimental

La administracién siempre se realiz6 durante las 12-18 horas siguientes a la
intervencién quirdrgica.

En el momento de la administracion, la rata se encontraba completamente despierta,
con libertad de movimientos dentro de la jaula, y con acceso libre al agua de bebida.
Puesto que no se ensayaron diferentes dosis de farmaco, el Unico grupo experimental fue
denominado grupo A-1.
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En todas las experiencias la administracion fue intravenosa y se realiz6 mediante
inyeccion rapida siguiendo el protocolo que a continuacion se detalla:

1°) 0.5 ml de solucién de inulina 20 mg/mi
2°) 0.5 ml de solucion de acamprosato (44 mg/ml)

39) 0.5 ml de suero fisiolégico heparinizado atemperado a 37 °C

El cronédmetro se puso en marcha inmediatamente después de administrar la
disolucién de acamprosato.

Todos los experimentos se realizaron en jaulas metabdlicas, lo cual permitié recoger la
orina de los animales tratados, correspondiente a los periodos 0-3 y 3-6 horas
postadministracion. Se forzé la miccién del animal para la recogida de las muestras de
orina en los intervalos de tiempo indicados. Para ello se inyectaron en la vejiga,
lentamente, 3 ml de suero fisiolégico. La jaula se lavd con agua bidestilada con el fin de
arrastrar posibles restos de orina hasta el recipiente de recogida. En este proceso de
lavado, se utilizé el minimo volumen de agua con el fin de evitar una mayor diluciéon de
las muestras y la consiguiente pérdida de sensibilidad analitica.

2.3.1.4 Tratamiento analitico y valoracion de las muestras
Para la determinacién de la fraccién de acamprosato excretada de forma inalterada en

la orina & los animales tratados se cuantifico tanto el acamprosato presente en las
muestras urinarias recogidas como la fraccion de inulina. En estos experimentos la

valoracion del contenido de inulina se emplea para evaluar la bondad del proceso de
recogida y finalmente corregir los valores de fraccion de acamprosato presente en la
orina.

En el Epigrafe 2.3.1.4.1 se describen, en detalle, todos los aspectos relacionados con
la valoracién del acamprosato. Los matices correspondientes a la cuantificacion de inulina
se resumen en el Epigrafe 2.3.1.4.2.
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2.3.1.4.1 Valoracién de acamprosato

La técnica analitica empleada para la valoracion de los niveles de acamprosato
excretados de forma inalterada en la orina tras su administracion intravenosa, se realizd
mediante cromatografia liquido-liguido de alta eficacia (HPLC) vy deteccién
espectrofotométrica.

El sistema cromatografico utilizado esta constituido por los siguientes elementos:

Bomba isocrética “Waters 515 HPLC Pump”
Inyector “Rheodyne” de volumen de inyeccién variable

Espectrofotometro UV-Visible “Waters 486”

vV V VY V

Registrador-Integrador “Waters 743 Data Module”

Como fase estacionaria se empled un sistema de fase inversa constituido por una
columna Novapak C-18 de “Waters”, de 150 mm de longitud y 3.9 mm de diametro
interno y rellena de sustrato pelicular siliceo con grupos de 18 atomos de carbono, cuyo
tamafio de particula es de 4 um.

La fase movil se prepard a partir de una soluciéon tampéon de acetato sédico 0.1 mM
de pH= 4.5, bromuro de tetradeciltrimetil amonio (BTDTA) 40 mM y metanolen la
proporcién de 90/6/4. Posteriormente dicha fase se filtré a través de filtros de nylon
“Osmonics” (Minnetonka, Minnesota) de 0.45 um de didmetro de poro, con ayuda de un
dispositivo de filtracion por vacio, con objeto de desgasificar y eliminar las particulas
solidas presentes en la misma.

El flujo de elucion de la fase movil siempre fue de 1 mil/min, soportando el sistema
una presion maxima de 2300 psi. El volumen de muestra inyectado fue de 200 pl y se
detect6 espectrofométricamente a una longitud de onda de 214 nm.
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2.3.1.4.1.1 Evaluacién de la técnica analitica: exactitud y precisiéon

Para comprobar la linealidad del método analitico se prepararon seis soluciones patrén
de acamprosato a las siguientes concentraciones: 1000, 800, 600, 400, 100 y 50 pg/ml.
Los patrones se prepararon por triplicado. Los resultados obtenidos después de la
valoracion de estos patrones mostraron una excelente linealidad en funcién de la
concentracién de acamprosato.

Para la evaluaciéon de la exactitud y la reproducibilidad del método analitico, se
prepararon 3 rectas de calibracion con cinco patrones distintos de acamprosato en
solucién acuosa en cada una de ellas (800, 600, 400, 200 y 100 ng/ml). Cada patrén se
valoré por triplicado como si se tratase de una muestra de concentracion desconocida.
Los valores de concentracion de acamprosato se calcularon interpolando los valores de
area obtenidos en las correspondientes rectas de calibracion. Se promediaron los valores
de concentracion calculados para cada patron y se determiné el coeficiente de variacion.
La desviacion del valor medio respecto del tedrico es indicativa de la exactitud, mientras
que el coeficiente de variacion lo es de la precision.

2.3.1.4.2 Valoracion de inulina

La Unica via de eliminacion de la inulina es la filtracion glomerular (GUYTON y HALL,
1999). Por tanto, la determinacion de la fraccién de inulina presente en las muestras de
orina, permitira detectar y cuantificar las pérdidas ocurridas durante la recogida muestral
y en Ultima instancia corregir el porcentaje de acamprosato excretado a través de la
orina.

Para la determinacion de la inulina en las muestras de orina, se utiliz6 un
procedimiento espectrofotométrico basado en la medicioén del color que aparece en las
muestras tras reaccionar el polisacarido con antrona en medio acido (GLOFF y BENET,
1988).

Se tomaron 0.1 ml de las muestras de orina, previamente diluidas con volumen
adecuado de agua bidestilada, y se adicionaron directamente sobre 0.9 ml del reactivo de
antrona. La mezcla se mantuvo en bafio de agua atemperado a 37°C y en agitacion
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durante 1 hora. Posteriormente se procedi6 a la lectura de la absorbancia a 620 nm en
un espectrofotometro “Hitachi” modelo U-2000.

Puesto que el plasma de animales no tratados desarrolld color tras reaccionar con la
antrona, se hizo necesaria la utilizacion de un blanco constituido por dicho fluido,
extraido justo antes de la administracion de la inulina (tiempo O min).

La determinacion de la concentracion de inulina en las muestras de orina se realizé
mediante la interpolacion del valor de absorbancia obtenido para cada muestra en las
rectas de calibracion preparadas segun se describe a continuacion.

2.3.1.4.2.1 Rectas de -calibraciéon. Evaluaciéon de la linealidad del método
analitico.

El método analitico empleado para la cuantificacién de inulina en orina fue validado
por nuestro grupo investigador con anterioridad (GRANERO y cols., 1993). Para
determinar hs concentraciones de inulina en las muestras problema, se prepararon 3
rectas de calibracion con cinco patrones de inulina preparados en agua, a las
concentraciones de 25, 50, 75, 100 y 150 pg/ml, segin el método descrito
anteriormente.
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2.3.1.5 Céalculos farmacocinéticos

El principal objetivo de este experimento fue determinar la fraccion de acamprosato
gue se eliminaba de forma inalterada a través de la orina. Para el calculo de este valor se

empleo la siguiente ecuacién:

U 10000
t I Ecuacion 2.1

I:Acamprosat) (%) =

Acamprosab ! Inulina

donde Fpomposn FePresenta la fraccién de dosis de acamprosato excretado de forma

inalterada en la orina del animal, expresada en porcentaje, Utt representa la cantidad de

acamprosato excretada en la orina correspondiente al periodo t-t', D canpros 1@ dosis de

acamprosato administrada e |, €l porcentaje de inulina recogida en la muestra

urinaria correspondiente al periodo t-t'.
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2.3.2 CURVAS DE NIVEL PLASMATICO TRAS LA
ADMINISTRACION INTRAVENOSA RAPIDA DE TRES DOSIS
DE ACAMPROSATO

2.3.2.1 Soluciones de trabajo

A) Soluciones de acamprosato

Para el estudio de la farmacocinética del acamprosato se utilizaron tres soluciones, de
concentracion 5.6 mg/ml, 22 mg/ml y 44 mg/ml, para todos los experimentos. Todas las
disoluciones se prepararon con solucion salina isoténica.

El volumen que se administré a cada animal siempre fue de 0.5 ml, por tanto las dosis
ensayadas fueron 2.8, 11 y 22 mg de acamprosato.

B) Disoluciones de “*C-acamprosato

Con el fin de facilitar el trabajo, y para realizar una manipulacion mucho mas segura
del producto radiactivo se prepararon dos disoluciones (“disolucion madre” y “disolucién
I") previas a la dosis:

= “Disolucién madre”. Se prepard disolviendo todo el polvo disponible
(1000 n€Ci) en 500 m de agua bidestilada. Por tanto la actividad de esta
solucién fue de 2000 nCi/ml, y la concentracién de **C-acamprosato de 22
mM.

= “Disoluciéon 1”: Se preparé mezclando 50n de “disolucién madre” con
950 m de agua bidestilada. Su actividad fue de 100 nCi/ml y su
concentracion de 1.1 mM.
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» Dosis: La preparacion de la dosis se realizd del siguiente modo: se
diluyeron 75 m de “disolucién 1” en 300 nl de agua bidestilada, siendo su
actividad de 20 nCi/ml. El volumen administrado fue de 0.25 ml, que
contenia un total de 5 nCi.

C) Suero fisiolégico heparinizado

El suero fisioldgico heparinizado se utilizd con dos finalidades: para arrastrar las
disoluciones inyectadas a través de la canula y asegurar asi la correcta administracion de
los preparados y, para eliminar la sangre que quedaba ocupando la canula una vez
tomada la muestra sanguinea. La formula del suero fisiolégico heparinizado utilizado es:

» NaCl................. 9 g/1000 ml
» Heparina .......... 20 Ul/ ml
2.3.2.2 Métodos quirdrgicos

Los animales utilizados en este experimento fueron canulados de modo
permanente en la vena yugular derecha.

Tanto la fabricacion del material empleado para la implantacion de la canula en la
vena yugular como los procedimientos quirdrgicos coinciden con los descritos
previamente en el Epigrafe 2.3.1.2.2 .

2.3.2.3 Protocolo experimental

Los animales pertenecientes a este conjunto de experimentos se distribuyeron en 3
grupos, de 6 animales cada uno, en funcidn de la dosis administrada de acamprosato.

El ensayo se disefi6 de manera que los animales fueron asignados de un modo
totalmente aleatorio a alguno de los siguientes grupos experimentales:
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* Grupo B-1: 5 n€Ci de **C-acamprosato + 2.8 mg de acamprosato.
* Grupo B-2: 5 n€i de *C-acamprosato + 11 mg de acamprosato.

* Grupo B-3: 5 n€i de *C-acamprosato + 22 mg de acamprosato.

La administracion siempre se realizd durante las 12-18 horas siguientes a la
canulaciéon. Para facilitar la administracién de los preparados asi como la toma de
muestras se acopla a la canula implantada, el tubo puente, el cual permite que en el
momento de la administracién, la rata se encuentre completamente despierta, con
libertad de movimientos dentro de la jaula, y con acceso libre al agua de bebida.

Para la realizacion de los experimentos se emplearon jaulas metabdlicas de la marca
“Charles Rives Laboratorios” modelo ESMCCAG903.

En todas las experiencias la administracién fue intravenosa y se realiz6 mediante
inyeccion rapida en este orden:

1°) 0.25 ml de solucién de **C-acamprosato 20 n€i/ml.
2°) 0.5 ml de solucion de acamprosato (5.6, 22 6 44 mg/ml).
39) 0.5 ml de suero fisiolégico heparinizado atemperado a 37 °C .

consumiendo todo este proceso de administracion un tiempo inferior a 30 segundos
en todos los casos. El crondmetro se puso en marcha inmediatamente después de
administrar la disolucién de acamprosato.

La recogida de muestras, tanto plasmaticas como urinarias se realizé del siguiente
modo:
a) Muestras plasmaticas
Las muestras de sangre se obtuvieron en todos los grupos experimentales a los

siguientes tiempos tras la administracion del acamprosato: 2, 5, 10, 15, 20, 40, 60 y 80
minutos.
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Aproximadamente 20 segundos antes del tiempo correspondiente a cada muestra, se
succiond, con ayuda de una jeringuilla a la que se acoplé una aguja de punta roma, el
suero fisiolégico heparinizado que se encuentra rellenando el tubo puente y la canula.
Con esta operacion se consiguié que la muestra sanguinea tomada no quedara diluida
por el suero fisiolégico contenido en dichos tubos, y también permiti6 desechar la
primera fraccion de sangre, garantizando asi que la muestra fuera lo mas representativa
posible.

A continuacién, y coincidiendo con el tiempo de muestreo, se tomd un volumen de
sangre de 0.35 ml aproximadamente, con una jeringuilla de toma de muestra que
previamente habia sido heparinizada para evitar la coagulacion de la sangre.

Tras la toma de muestra, se inyecté con una nueva jeringa un volumen de suero
fisiolégico heparinizado igual al volumen de sangre extraida (0.35 ml) con el fin de dejar
limpia la canula y el tubo puente de sangre, y reponer la volemia del animal.

La muestra de sangre tomada se deposité en un tubo tipo “Eppendorf” de 1.5 ml, y se
centrifugd a 8000 r.p.m. durante 8 minutos. Con una nueva jeringuilla se recuperd el
plasma sobrenadante y se deposité dentro de otro tubo tipo “Eppendorf” nuevo.

b) Muestras de orina

Se recogi6 la orina de los animales tratados, correspondiente al periodo 0-24 horas
postadministracién. Las jaulas se lavaron con agua bidestilada con el fin de arrastrar
posibles restos de orina hasta el recipiente de recogida. Se utiliz6 un volumen de agua en
cantidad suficiente para enrasar el recipiente graduado correspondiente (70 ml).
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2.3.2.4 Tratamiento analitico y valoracion de las muestras

Para la cuantificacién de los niveles plasmaticos de acamprosato, se utilizd la medida
de la radiactividad mediante un contador de centelleo en fase liquida. Se trata de una
técnica muy sensible y adecuada para la cuantificacion de emisiones tipo b como ocurre
en el presente caso.

Para la determinacién del contenido de *C-acamprosato en las muestras de orina,
también se empleé el contaje de centelleo en fase liquida como técnica de valoracion.

Como equipo de valoracion se utilizd6 un contador de centelleo en fase liquida modelo
MICROBETA® TRILUX de WALLAC. El contador esta conectado a un ordenador personal
PC PENTIUM 75, desde el cual se programa y selecciona la informacién que se quiere
obtener acerca de la valoracion.

Como liquido de centelleo se empled un “céctel” de alta seguridad para muestras
acuosas y no acuosas: Optiphase “Hi Safe”® (Wallac Scintillation Products). No esta
sometido a la reglamentacién de liquidos inflamables y es biodegradable.

Para el andlisis de las muestras recogidas, éstas se prepararon siguiendo el siguiente
protocolo:

a) Muestras de plasma:

La manipulacién de las muestras de sangre se realizé tal como se describe en el
Epigrafe 2.3.2.3. Una vez extraido el plasmay depositado en un tubo tipo “Eppendorf”, la
muestra se traspas6 a unos viales que posteriormente se introdujeron en el contador de
centelleo para su cuantificacién.

Todos los viales contuvieron 3 ml de liquido de centelleo y 100 ni de plasma. Los
viales asi preparados, se sometieron a una ligera agitacién manual, concluida la cual se
procedio a la lectura.
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b) Muestras de orina:

Se adicionaron 100 ni de la orina diluida, a 3 ml de liquido de centelleo. Los viales asi
preparados, se sometieron a una ligera agitacion manual antes de su lectura.

2.3.2.4.1 Calculo de las concentraciones de acamprosato

Para poder valorar la concentracién de farmaco en plasma en todas las experiencias
realizadas se asumié que la proporcién entre acamprosato y **C-acamprosato no variaba
a lo largo de los ensayos.

De este modo las Cpm registradas en cada muestra se transformaron en unidades de
concentracion mediante el uso de la proporcion existente entre el acamprosato estable y
las Cpm de **C-acamprosato en la dosis administrada.

2.3.2.4.2 Evaluacioén de la técnica analitica: exactitud y precisiéon

La validacion del método de valoracion, se prepararon una serie de disoluciones
patron tanto en agua como en plasma segun se describe a continuacion.

Se prepararon 5 disoluciones acuosas de *C-acamprosato, cuyas actividades tedricas
fueron: 2000, 1600, 1000, 200 y 20 nCi/ml.

Los patrones de **C-acamprosato en agua, se prepararon tras realizar la dilucién 1/10
de las anteriores soluciones acuosas. Puesto que se cuantificé una alicuota de 100 ni de
cada uno de ellos, la actividad teérica total de los patrones de '“C-acamprosato en agua
fue: 20, 16, 10, 2 y 0.2 nCi.

La preparacion de los patrones en plasma se realiz6 a partir de plasma recién
obtenido de rata. Se utilizé plasma fresco con el fin de detectar posibles precipitaciones
de las proteinas plasmaticas al entrar en contacto con el liquido de centelleo. La
preparacién de los patrones de '“C-acamprosato plasma se realiz6 segin refleja el
Cuadro 2.2.
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PATRON . Volumen .
. Modo preparacion ) At (nCi)
(nCi/ml) leido
100 mi disolucién acuosa 2000 nCi/ml +
200 100 m 20

900 m plasma fresco

100 mi disolucién acuosa 1600 nCi/ml +
160 100 m 16
900 m plasma fresco

100 mi disolucién acuosa 1000 nCi/ml +
100 100 m 10
900 m plasma fresco
100 mi disolucién acuosa 200 nCi/mi
20 100 m 2
+ 900 m plasma fresco
100 mi disolucién acuosa 20 nCi/ml +

900 ni plasma fresco

100 m 0.2

Cuadro 2.2 Resumen de la composicion de cada uno de las disoluciones patrén. En la dltima columna
se indica la actividad tedrica (A+), expresada en nanocurios, presente en cada uno de las soluciones patron
empleadas.

Para la evaluacién de la exactitud y la reproducibilidad del método analitico utilizado,
se prepararon 3 rectas de calibracién con cinco patrones distintos de ** C-acamprosato en
plasma y de * C-acamprosato en agua. Cada patrén se valoré por triplicado como si se
tratase de una muestra de actividad desconocida. Los valores de actividad calculados
para cada patron se obtuvieron interpolando en las rectas de calibracidon preparadas. Se
promediaron los valores de actividad calculados para cada patrén y se determind el
coeficiente de variacion. La desviacion del valor medio respecto del tedrico es indicativa
de la exactitud, mientras que el coeficiente de variacion lo es de la precision.
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2.3.2.5 Métodos farmacocinéticos

Es importante indicar que en el esquema del modelo bicompartimental (Figura 2.2), la
constante de velocidad de eliminacion, k., siempre parte del compartimiento central
puesto que los 6rganos eliminadores por antonomasia, rifion e higado, se consideran
pertenecientes a dicho compartimiento por el elevado flujo sanguineo que reciben
(CALPENA y ESCRIBANO, 1997).

ki
Periférico Central
Ve

Vp kz1

kio

Figura 2.2 Esquema del modelo bicompartimental

La expresidbn matematica que describe la evolucion temporal de la concentracion
plasmética del fArmaco en el compartimiento central (C) es la siguiente:

C=Ax?"'+Bx®"' (a>b) Ecuacién 2.2

Donde a y b son unas constantes hibridas, cuyo valor aparece en el ajustado de la
ecuacion matematica a las concentraciones experimentales. A, y B, son los
correspondientes coeficientes de la ecuacidn exponencial.

La Ecuacién 2.2 se ajust6 a los valores experimentales de concentracién plasmatica-
tiempo obtenidos para cada animal. El valor de los parametros de la ecuacién ( A,, B,,
a y b), se obtuvo por regresion no lineal por minimos cuadrados, utilizando como factor



74 Materialesy métodos

de ponderacion el inverso de la concentracién plasmatica experimental al cuadrado
(WAGNER, 1993).

La concentracion plasmatica inicial (CO), y el valor de las microconstantes o
constantes verdaderas se calcularon mediante las siguientes ecuaciones:

G =A+5 Ecuacion 2.3

kp,=a+b- Ky -k Ecuacion 2.4
X +B,a
o1 = A [Bacd) Ecuacion 2.5
A+ B,
a:b
Ko =—— Ecuacion 2.6
k21

También se calculé la semivida biolégica en la Ultima fase exponencial de las
curvas, fase b, del siguiente modo:

Ln2 )
ty, =T Ecuacion 2.7
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El volumen de distribucién en el estado estacionario (Vd(ss) ), se calculé a partir de la
siguiente expresion:

2 k,0
Vd =V, >gl+£: Ecuacion 2.8
Ky &
El aclaramiento plasmatico total, Cl,, se calculé mediante la Ecuacion 2.9.

_ Dosis

Cl =———
AUCY

t Ecuacion 2.9

siendo AUCS‘ el area bajo la curva de niveles plasmaticos de farmaco, calculada
desde tiempo 0 hasta tiempo infinito. Para el calculo del valor de AUC/ | se empled el
método de los trapecios para determinar el valor de  AUCY combinado con el valor de
AUG; . El valor de AUG; se estim6 a través del cociente C, /b , donde C,
corresponde al valor tedrico de concentracion de farmaco a tiempo 80 min (WAGNER,
1993).

El principal pardmetro derivado del tratamiento no compartimental de las curvas de
nivel plasmaético es, tal vez, el tiempo medio de residencia, MRT , que se calcul6 a partir
de la siguiente ecuacion:

AUMC

MRT=—"~
AUCY

Ecuacion 2.10

en la que AUCS‘ es el area bajo la curva definida por los valores de concentracién (C)
frente al tiempo (T), desde tiempo cero hasta infinito. AUMC es el area bajo la curva
definida por los valores del producto concentracion por tiempo (C-T) frente al tiempo (T).
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2.3.3 ESTIMACION DE LOS ACLARAMIENTOS TOTAL Y RENAL DEL
ACAMPROSATO EN ESTADO ESTACIONARIO

2.3.3.1 Soluciones de trabajo

A) Disoluciones de acamprosato

Para el estudio del aclaramiento total y renal del acamprosato en condiciones de
estado estacionario se utilizaron tres disoluciones, de concentracion 0.16 mg/ml, 7.95
mg/ml y 159 mg/ml. Todas las disoluciones se prepararon con solucién salina isoténica.

B) Solucién de inulina

Antes de comenzar cada experimento, se prepard una solucién de inulina 16.6 mg/ml,
en un matraz aforado de 5 ml, con agua bidestilada.

C) Soluciones de perfusién

Cada solucion de perfusién se preparé el mismo dia de su administracion de acuerdo
con la siguiente composicién:

Solucién de acamprosato 0.16, 7.95 ¢ 159 mg/ml 1ml
Solucién de inulina 16.6 mg/ml 3ml
Disolucién | de **C-acamprosato (100 pCi/ml) 75 l
Solucién salina isot6nica csp 5ml

Estas soluciones fueron administradas mediante perfusibn endovenosa a una
velocidad constante de 1 ml/h. Por tanto, el farmaco en estudio se perfundié a tres
velocidades diferentes: 2.65, 132.5 y 2650 pg/min.
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D) Reactivo de antrona

El reactivo de antrona se prepard y se renové segln se describe en el Epigrafe
2.3.1.1.

2.3.3.2 Métodos quirdrgicos

Para la estimacion del aclaramiento total y renal del acamprosato en estado
estacionario, se someti6 al animal a una intervencion quirargica en la que se le canularon
la vejiga urinaria y ambas venas yugulares. Los procedimientos quirdrgicos se encuentran
perfectamente detallados en los Epigrafes 2.3.1.2.1 y 2.3.1.2.2 respectivamente.

2.3.3.3 Protocolo experimental

Los animales pertenecientes a este conjunto de experimentos se distribuyeron en 3
grupos, de 6 animales cada uno, en funcién de la velocidad de perfusiéon de acamprosato
ensayada.

Los animales fueron asignados de un modo totalmente aleatorio a alguno de los
siguientes grupos experimentales:

* Grupo G1: acamprosato 2.65 pg/min + *C-acamprosato 1.5 n€i/h + inulina
10 mg/h

* Grupo C-2: acamprosato 132.5 pg/min + C-acamprosato 1.5 n€i/h + inulina
10 mg/h

* Grupo C-3: acamprosato 530.0 pg/min + **C-acamprosato 1.5 nCi/h +inulina
10 mg/h
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En todos estos ensayos, los animales se canularon el dia anterior al de la
administracién, permaneciendo en ayunas con agua “ad libitum” durante,
aproximadamente, 18-24 horas.

En el momento de la administracién, la rata se encontraba completamente despierta,
con libertad de movimientos dentro de la jaula. En todas las experiencias la
administracién de las soluciones de ensayo se efectué siempre a través de la canula
implantada en la vena yugular izquierda, mediante perfusion endovenosa a velocidad
constante. Se utilizé para ello una bomba de perfusion “Harvard” modelo 2400-001
programada para conseguir un flujo de perfusién de 1 mi/h, que se mantuvo durante las
3 horas que duré el ensayo. Antes de comenzar con la perfusion endovenosa se
administré una dosis intravenosa rapida de 0.3 uCi de *C-acamprosato con la finalidad
de reducir el tiempo necesario para alcanzar el estado estacionario.

El crondmetro se puso en marcha inmediatamente después de comenzar la perfusién
endovenosa.

La recogida de muestras se realiz6 de acuerdo con el siguiente protocolo de trabajo:

a) Muestras plasmaticas

La toma de muestras sanguineas (0.35 ml) se realiz6 a través de la canula implantada
en la vena yugular derecha del animal a los siguientes tiempos: Q 130, 150 y 170
minutos.

El procedimiento empleado en la recogida de muestras sanguineas coincide con el
descrito en el Epigrafe 2.3.2.3. Finalmente, las muestras de sangre tomadas se
centrifugaron a 8000 r.p.m. durante 8 minutos, y con una nueva jeringuilla se recupero el
plasma sobrenadante.
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b) Muestras de orina

La recogida de la orina se realizé durante los siguientes intervalos de tiempo: 120-
140, 140-160 y 160-180 min. Estas muestras de orina se recogieron mediante el lavado
de la vejiga urinaria del animal con suero fisiologico estéril (5 ml). Posteriormente, la
jaula se lavo con el volumen suficiente de de agua bidestilada con el fin de arrastrar
posibles restos de orina hasta el recipiente de recogida.

2.3.3.4 Tratamiento analitico y valoracion de las muestras

La determinacion del aclaramiento total (Cl) vy aclaramiento renal (Cl,) del
acamprosato en condiciones de estado estacionario, obligd a realizar cuatro
determinaciones analiticas:

> Determinacion de *C-acamprosato en plasma.
> Determinacion de *C-acamprosato en orina.
» Determinacion de inulina en plasma.

» Determinacion de inulina en orina.

Adicionalmente, y con la finalidad de confirmar que las cuentas por minuto (Cpm)
determinadas en las muestras de orina correspondian a la molécula intacta de *C-
acamprosato se realiz6 un andlisis adicional. En concreto, todas las muestras urinarias se
inyectaron en el sistema cromatogréafico descrito en el Epigrafe 2.3.1.4, y con ayuda de
un colector de muestras modelo “Gilson FC-2038” se recogid la fraccion correspondiente
al pico cromatografico del acamprosato. Finalmente, se determiné el contenido radiactivo
en las fracciones asi recogidas, con el fin de confirmar si el acamprosato se habia

eliminado de forma inalterada a través de la orina.
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2.3.3.4.1 Valoracion de **C-acamprosato

Para la cuantificacién de los niveles de “C-acamprosato, tanto en las muestras
plasmaticas como en las urinarias, se utilizé la medida de la radiactividad mediante un
contador de centelleo en fase liquida.

El procedimiento que se ha seguido para la manipulacién y preparacion de las
muestras es el siguiente: wa vez extraido el plasma y depositado en un tubo tipo
“Eppendorf”, se tomaron 150 pl del mismo y se adicionaron a 3 ml de liquido de centelleo
en los viales adecuados. Todos lbbs viales se sometieron a una ligera agitacion manual,
concluida la cual se colocaron en unas gradillas especiales que adaptan perfectamente en
el contador de centelleo.

En cuanto a las muestras de orina, se adicionaron 150 pl de la orina diluida, a 3 ml de
liguido de centelleo. Los viales asi preparados, se sometieron a una ligera agitacion
manual antes de su lectura.

Todos los detalles correspondientes al equipo de valoracién, liquido de centelleo,
soluciones patron empleadas y validacién de la técnica analitica se han descrito
anteriormente en el Epigrafe 2.3.2.4.

2.3.3.4.2 Valoracion de inulina

Para la determinacién de la inulina presente en las muestras plasmaticas y urinarias,
se empled el mismo procedimiento espectrofotométrico descrito en el Epigrafe 2.3.1.4
de la presente Memoria. Adicionalmente, todos los detalles correspondientes al equipo de
valoracién empleado, tratamiento de las muestras, exactitud y precision de la técnica
analitica, y la solucién patrén empleada coinciden con los descritos en el Epigrafe citado
anteriormente.
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2.3.3.5 Célculo de los aclaramientos renal, total y velocidad de
filtracion glomerular (GFR)

Los valores de aclaramiento total se calcularon mediante la siguiente expresién:

K
Cl, == Ecuacion 2.11
Cs

en la que K0 representa la velocidad de perfusion de la sustancia ensayada,
expresada en pg/min, y Cg su concentracion plasmatica, expresada en pg/ml, en
condiciones de estado estacionario.

Los valores de aclaramiento renal se calcularon a partir de la ecuacion siguiente:

Ecuacion 2.12

en la que Q, es la velocidad de excrecién urinaria corregida (en funcion de la
cantidad de inulina recogida en la orina en ese mismo intervalo), expresada en pg/min, y
C,, la concentracion plasmatica en estado estacionario, expresada en pg/ml.

La correccion permite evitar los errores debidos a las deficiencias en la recogida de la
orina de las ratas durante los ensayos (posibles fugas en la canula o deficiente lavado de
las paredes de la jaulas metabdlicas).
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La inulina se elimina exclusivamente por via renal mediante filtracion glomerular. Por
tanto, el aclaramiento total de inulina es indicativo del valor de la velocidad de filtracién
glomerular (GFR) en los animales tratados. La ecuacion empleada para el célculo de la

GFR fue:

_ Ky (inuling)

GFR = —
C.(inuling)

Ecuacion 2.13

en la cual, K (inuling representa la velocidad de perfusion de la inulina, expresada
en pg/min, y C_(inuling su concentracion plasmatica, expresada en ug/ml, en
condiciones de estado estacionario.
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2.3.4 EFECTOS DEL PROBENECID SOBRE LA FARMACOCINETICA
DEL ACAMPROSATO

2.3.4.1 Soluciones de trabajo

A) Disolucion de acamprosato

La interaccién entre el acamprosato y el probenecid se estudié con una Gnica dosis de
acamprosato: 2.8 mg. Para ello se prepard una disolucion de concentracion 5.6 mg/ml
en solucién salina isotonica, de la cual se administr6 a cada animal un volumen de 0.5
ml.

B) Disolcion de **C-acamprosato

Se prepararon dos disoluciones previas (“disolucion madre” y “disolucién 17) a la
“dosis”, del mismo modo al descrito en el Epigrafe 2.3.2.1.

La dosis se preparé diluyendo 75 pl de la “disolucién 1” en 300 ul de agua bidestilada.
Finalmente se administr6 a cada animal un volumen de 0.25 ml de esta soluciéon (20
pCi/ml), que contenia un total de 5 uCi.

C) Disoluciones de probenecid

La interaccién entre acamprosato y probenecid se estudié con dos dosis diferentes de
probenecid: 10 y 20 mg.

El probenecid se prepard en disolucién acuosa a las concentraciones de 10 y 20
mg/ml. En su preparacion se usé una disolucién de NaOH 1M con el fin de facilitar el
proceso de disolucion.
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D) Suero fisiolégico heparinizado

El suero fisiolégico heparinizado(20 Ul/ml) se utiliz6 con dos finalidades: para
arrastrar las disoluciones inyectadas a través de la canula y asegurar asi la correcta
administracion de los preparados, y para eliminar la sangre que quedaba ocupando la
canula una vez tomada la muestra sanguinea.

2.3.4.2 Técnica quirurgica
Para la realizacion de este conjunto de experimentos se canuld la vena yugular
derecha de la rata segun se describe en el Epigrafe 2.3.1.2.2.

2.3.4.3 Protocolo experimental

Los animales pertenecientes a este grupo de experimentos se distribuyeron en 2
grupos, de 6 animales cada uno, en funcion de la dosis administrada de probenecid.

El ensayo se disefi6 de manera que los animales fueron asignados de un modo
totalmente aleatorio a alguno de los siguientes grupos experimentales:

* Grupo D-1: 10 mg de probenecid + 5 n€i de *C-acamprosato +
2.8 mg de acamprosato.

* Grupo D-2: 20 mg de probenecid + 5 nCi de *C-acamprosato +
2.8 mg de acamprosato.

La administracién siempre se realiz6 durante las 12-18 horas siguientes a la
canulacion.

En el momento de la administracién el animal se encontraba completamente
despierto, con libertad de movimientos dentro de la jaula y con acceso libre al agua de
bebida.
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En todos los ensayos se administr6 mediante inyeccion intravenosa rapida 10 6 20
mg de probenecid, 10 minutos antes de la administracion del acamprosato.
Posteriormente se procedid a la inyeccion del farmaco siguiendo el siguiente protocolo:

1°) 0.25 ml de solucién de **C-acamprosato 20 nCi/ml.
2°) 0.5 ml de solucion de acamprosato (5.6, mg/ml).

39) 0.5 ml de suero fisioldgico heparinizado atemperado a 37°C.

Se tomaron muestras de sangre y de orina siguiendo el mismo protocolo de recogida
descrito para los experimentos de obtencidon de la Curvas de nivel plasmatico tras la
administracién intravenosa rapida de tres dosis de acamprosato (ver Epigrafe 2.3.2.3)

2.3.4.4 Tratamiento analitico y valoracion de las muestras

Para la cuantificacion de los niveles de acamprosato, plasmaticos y en la orina, se
empled la medida de la radiactividad mediante un contador de centelleo en fase liquida.
Los detalles correspondientes a la valoracion analitica tales como el equipo empleado, las
rectas de calibraciéon usadas, la preparacion de las muestras y/o la precisién y exactitud
de la técnica analitica coinciden con los descritos en el apartado 2.3.2.4 de la presente
Memoria.
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2.4 ESTUDIO DE LA ABSORCION INTESTINAL DEL
ACAMPROSATO

2.4.1 ADMINISTRACION POR VIA ORAL DE ACAMPROSATO.
CALCULO DE BIODISPONIBILIDAD EN MAGNITUD

2.4.1.1 Soluciones de trabajo

A) Soluciones de acamprosato

Para el estudio de la farmacocinética del acamprosato se utilizaron dos soluciones, de
concentracion 5.6 mg/ml y 44 mg/ml. Ambas soluciones se prepararon con agua
bidestilada.

El volumen que se adiciond para la preparacion de las soluciones de administracion
oral a cada animal siempre fue de 0.5 ml, por tanto las dosis ensayadas fueron 2.8 y 22
mg de acamprosato.

B) Disolucién de **C-acamprosato

Para la elaboracion de la soluciones de administracion oral, se empleé la denominada,

en Epigrafes anteriores, “Disolucién 1” que contiene 100 uCi/ml de *C-acamprosato

C) Solucion de administracion oral

El volumen de las soluciones de administracién oral siempre fue de 2 ml. Para su
elaboracion se sigui6 el protocolo descrito a continuacion:
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Dosis 2.8 mg acamprosato

Dosis 22 mg acamprosato

Solucién 5.6 mg/ml acamprosato................. 500 pl

Solucién 44 mg/ml acamprosato............... 500 pl

Disolucién | (100 uCi/ml **C-acamprosato).....50 pl Disolucién I (100 pCi/ml **C-acamprosato).....50 pl

Agua bidestilada...........ccccceeeiiiiiiiiiiiis 1450 pl Agua bidestilada............ccccecvviiiiiiiiiieins 1450 pl

Cuadro 2.3 Esquema de preparacion de las distintas soluciones orales de acamprosato (2.8 y 22 mg)
ensayadas.

D) Suero fisiologico heparinizado

El fuero fisiolégico heparinizado (20 UlI/ml) se empleé con la finalidad de eliminar la
sangre que quedaba ocupando la canula una vez tomada la muestra sanguinea.
2.4.1.2 Técnica quirurgica

La técnica quirdrgica empleada para el estudio de la farmacocinética del acamprosato
en la rata tras su administracion por via oral ha sido la canulacién permanente de la vena
yugular de la rata (ver Epigrafe 2.3.1.1.2).
2.4.1.3 Protocolo experimental

Los animales pertenecientes a este bloque de experimentos se distribuyeron, de un

modo totalmente aleatorio en 2 grupos de 6 animales cada uno en funcion de la dosis
administrada de acamprosato
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La denominacién de los grupos ensayados fue:

* Grupo E-1: Dosis 2.8 mg de acamprosato + 5 uCi **C-acamprosato
* Grupo E-2: Dosis 22 mg de acamprosato + 5 pCi **C-acamprosato

En el momento de la administracion (18-24 horas post-canulacion), la rata se
encontraba completamente despierta, con libertad de movimientos dentro de la jaula, y
con acceso libre al agua de bebida.

La administracion se realizé por via oral mediante una sonda géastrica adaptada a una
jeringuilla de vidrio. Para facilitar la introducciéon de la sonda a través de la boca de la
rata, se le induce una anestesia ligera, introduciéndola en el interior de una pequefa
campana de gases donde se ha vertido un pequefio volumen de éter dietilico. En
concreto, el animal se mantiene en la campana de gases hasta que pierde el reflejo
postural. Se debe evitar que la rata alcance un estado de anestesia profunda, ya que ello
puede influir en los resultados del ensayo (TORRES-MOLINA vy cols., 1996). A
continuacion se retira el animal de la campana, se coloca en posicion de decubito supino
y se le administra la solucién oral a ensayar (en nuestro caso siempre fueron 2 ml),
preparada como se ha indicado en el apartado 2.4.1.1.

Cuando la sonda penetra por el es6fago, no ofrece ninguna resistencia mientras que,
si se desvia por la traquea la introduccién completa de la onda se ve impedida. Es
importante asegurarse de que la sonda ha sido introducida correctamente por el eséfago
antes de vaciar el contenido de la jeringuilla; de otro modo, se corre el riesgo de
provocar la muerte del animal por asfixia. A continuacion se incorpora al animal, y se le
administra la dosis cuidando de que no exista ninguna pérdida de la misma por
regurgitacion. Acto seguido, se pone en marcha el cronémetro.
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La toma de muestras se realiz6 siguiendo el siguiente protocolo:

a) Muestras plasmaticas

Las muestras de sangre se obtuvieron en todos los grupos experimentales a los
siguientes tiempos tras la administracion del acamprosato: 5, 10, 20, 30, 40, 60, 80 y
100 minutos.

El procedimiento empleado para la toma de las muestras sanguineas, asi como su
procesado posterior para obtener el plasma coincide con el descrito en el Epigrafe
2.3.2.3.

b) Muestras de orina

Todos los experimentos se realizaron en jaulas metabdlicas, lo cual permitié recoger la
orina de los animales tratados, correspondiente al periodo 0-24 y 24-48 horas
postadministracion. La jaula se lavo con el volumen adecuado de agua bidestilada con el
fin de arrastrar posibles restos de orina hasta el recipiente de recogida.

C) Muestras de heces

Adicionalmente, el empleo de jaulas metabdlicas permitié recoger las heces de los
animales tratados, correspondiente al periodo 0-24 y 24-48 horas post-administracion.
Posteriormente se utiliz6 el volumen adecuado de agua bidestilada para extraer y analizar
el contenido de *C-acamprosato en las heces recogidas.
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2.4.1.4 Tratamiento analitico y valoracién de muestras

Para la cuantificacién de los niveles plasmaticos de *C-acamprosato, se utilizé la
medida de la radiactividad mediante un contador de centelleo en fase liquida.
Paralelamente, ambién se determiné el contenido de **C-acamprosato en las muestras
de orina y heces, recogidas durante los periodos 0-24 y 24-48 horas postadministracion,
empleando la misma técnica analitica.

A) Muestras de plasma:

En general, el procedimiento seguido para la preparacién de las muestras de plasma
coincide con el descrito en el Epigrafe 2.3.2.4, con la Unica particularidad de que todos
los viales contuvieron 150 m de plasma. Se cuantific6 un mayor volumen de muestra, en
comparacién con las experiencias ras administracion intravenosa, debido a la limitada
biodisponibilidad oral en magnitud que presenta el acamprosato (*FOURTILLAN, 1990;
*SCOTT, 1991). Adicionalmente se incrementd el tiempo de contaje (10 min) de cada
vial, con la finalidad de minimizar el coeficiente de variacion registrado para los tres ciclos
del contaje (siempre <5%). Todos los viales contuvieron 150 n de plasma y 3 ml de
liquido de centelleo.

Los viales asi preparados, se sometieron a una ligera agitacion manual, concluida la
cual se procedio a la lectura.
B) Muestras de orina:

Se adicionaron 100 ni de la orina diluida, a 3 ml de liquido de centelleo. Los viales asi
preparados, se sometieron a una ligera agitacion manual antes de su lectura.
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C) Muestras de heces:

Las heces recogidas correspondientes al periodo 0-24 horas se sometieron a varios
procesos de extraccién sucesivos, para cuantificar la fraccién de *C-acamprosato no
absorbido. Para ello, una vez dispersadas en un volumen adecuado de agua bidestilada,
se sometieron a una centrifugacién de 3500 r.p.m. durante 10 minutos. A continuacion
se decant6 el liquido sobrenadante, y se redispersaron con agua bidestilada fresca. El
proceso se repiti6 en 6 ocasiones. Finalmente, se prepararon los viales para su
cuantificacion con 200 pul del agua procedente de cada uno de los lavados realizados y 3
ml de liquido de centelleo.

Las heces recogidas correspondientes al periodo 24-48 horas se procesaron del mismo
modo pero el proceso de lavado se repitié en 3 ocasiones.

El equipo analitico, el liguido de centelleo asi como las disoluciones patrén empleadas
coinciden con el descrito en el Epigrafe 2.3.2.4.




92 Materialesy métodos

2.4.1.5 Calculos farmacocinéticos

2.4.1.5.1 Calculo de los pardmetros farmacocinéticos tras administracion oral

Una vez valoradas todas las muestras pasmaticas y urinarias de los dos grupos
experimentales de ensayo, se procedié a su tratamiento farmacocinético. EI modelo
cinético que mejor ajustd6 a los datos experimentales obtenidos fue el
monocompartimental tras administracion extravasal e incorporaciéon de orden uno.

El esquema representativo de este modelo se muestra en la Figura 2.3.

Ka
D Compartimento
oral anico

Ve

Ka

Figura 2.3 Modelo monocompartimental con incorporacién de orden uno
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La ecuacion simplificada representativa de la evolucion de las concentraciones
plasmaticas en funcién del tiempo, es la siguiente (WAGNER, 1993; GIBALDI y PERRIER,
1982):

C=Px'"+P,xe'?" Ecuacion 2.14

Los cuatro parametros que definen esta ecuacion se obtuvieron mediante regresion
no lineal de las concentraciones plasmaticas obtenidas experimentalmente frente a sus
correspondientes tiempos de muestreo. Se trata de un proceso biexponencial formado
por la diferencia entre la exponencial correspondiente al proceso de eliminacion y la
representativa de la absorcién o viceversa, por tanto, a tenor de como se ha expresado la
Ecuacion 2.14 una de estas dos exponenciales adquirird signo negativo al realizar los
ajustados.

Por dltimo, el area bajo la curva de niveles plasmaticos (AUCS‘ ) se obtuvo de igual
modo al utilizado que en el caso de las curvas intravenosas (método de los trapecios).

2.4.1.5.2 Determinacion de la biodisponibilidad en magnitud

Uno de los métodos que se emplea para el calculo de la biodisponibilidad en magnitud
tras la administracién extravasal de una dosis Unica de farmaco, es la cuantificacion de la
fraccion de dosis inalterada excretada en la orina de los animales tratados (WAGNER,
1993). Este método es valido siempre que se demuestre que la Unica via implicada en la
eliminacién del farmaco es la renal.
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2.4.2 ESTUDIO TOPOGRAFICO DE LA ABSORCION INTESTINAL
DE ACAMPROSATO. PERFUSION IN SITU

2.4.2.1 Soluciones de trabajo

A) Solucion anestésica

Para alcanzar el grado de anestesia general, necesario para llevar a cabo la
intervencion quirdrgica que se requiere para realizar los ensayos de perfusién in situ se
utilizé una solucion al 6% (p/v) de hidrato de cloral en agua bidestilada. Esta solucién se
conserva en nevera a una temperatura entre 2 y 8°C, en cuyo caso tiene un periodo
aproximado de validez de 4 semanas. Se administra via intraperitoneal a una dosis de
0.65 ml por cada 100 g de peso corporal del animal. La solucidon debe atemperarse a
37°C antes de su inyeccién.

B) Liquido de lavado

Es una solucién isoténica de iones fisiolégicos que sirve para arrastrar los residuos
gue puedan quedar en el intestino después del periodo de ayuno y acondicionar la
mucosa intestinal antes de los ensayos de absorcion. Ademas, también es la solucidon
base para la preparacion de las soluciones de perfusion para los ensayos in situ.
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Se trata de una solucién de suero fisioldgico regulado a pH 7.6 mediante una solucién
de tampodn fosfatos segun Sorensen, a razén de 10 ml de tampon por litro de solucién. La
composicion cuantitativa de la solucién es:

v" NaCl 9.00¢g

v NaH,PO42H,0 1/15M 1.30 mi
v" NayHPO4 1/15M 8.70 ml
v" H,0 bidestilada c.s.p. 1000 ml

El pH final de la solucion fue comprobado antes de su perfusién y, cuando fue
necesario, se ajusté con NaOH 1N o con HCI 1N hasta conseguir un pH de 7.60 = 0.02.

C) Solucion de perfusiéon

Con el fin de determinar si existe en d intestino delgado de la rata una zona de
absorcion preferente para la absorcién del acamprosato, se perfundié una solucién del
farmaco en tres zonas o tramos diferenciados (tramo proximal, medio y distal) del
mismo. La dosis de acamprosato ensayada en estos experimentos fue de 2.8 mg.
Independientemente del tramo estudiado, el volumen perfundido siempre fue de 5 ml por
lo tanto, la concentracion de farmaco ensayada siempre fue 1.38 mM. Esta solucion de
perfusion se preparé utilizando como vehiculo el liquido de lavado descrito en el Epigrafe
2.4.2.1. Adicionalmente, esta solucién se marcé radiactivamente con *C-acamprosato a
razén de 1 pCi/ml.

2.4.2.2 Técnica quirdrgica

La técnica de perfusion in situ empleada en estos ensayos ha sido la propuesta por
Doluisio y colaboradores en 1969, adaptada a nuestras condiciones de trabajo segun se
describe a continuacion.



96 Materialesy métodos

En primer lugar, el animal se somete a un periodo de ayuno de unas 18-24 horas,
durante el cual tiene libre acceso al agua de bebida para evitar su deshidratacion.
Durante este tiempo el animal se encuentra en una jaula de doble fondo para evitar la
coprofagia. Este periodo de ayuno es conveniente con el fin de evitar la presencia de
quimo abundante en el intestino, lo cual facilita el acondicionamiento del intestino para el
ensayo de absorcién.

Transcurrido este tiempo, el animal se anestesia por inyeccion intraperitoneal del
volumen requerido de la solucién de hidrato de cloral (3.9 mg/100 g peso) preparada tal
y como se describe en el Epigrafe 2.4.2.1.

Transcurridos aproximadamente 4-5 minutos de la inyeccién de la solucion anestésica,
la rata alcanza la anestesia profunda, que se manifiesta por la pérdida del reflejo
palpebral. A partir de este momento, el animal ya puede ser intervenido.

Para realizar la intervencidn, el animal se coloca en posicion de decubito supino sobre
un tablero quirdrgico, y se sujeta con cinta adhesiva por las extremidades.
Seguidamente, se procede a la abertura de la cavidad abdominal, practicando un corte
longitudinal en la piel, desde dos centimetros por encima del poro genital hasta un
centimetro del apéndice xifoides. Para ello se sujeta la piel con unas pinzas en forma de
diente de ratén y la incisién se realiza con unas tijeras de punta roma, con el fin de evitar
cualquier dafio en la musculatura subyacente. Después se separan los rectos
abdominales cortando par la linea alba para disminuir la magnitud de la hemorragia.

Una vez abierta la cavidad abdominal, se localiza el duodeno, en el que desemboca el
conducto biliar, que transporta la bilis desde el higado (siempre que se trabaje en el
tramo inicial del intestino delgado, este conducto debe ligarse con un hilo de seda para
evitar el paso de la secrecion biliar al lumen intestinal, y la posible aparicién de un ciclo
enterohepatico).

El intestino delgado de la rata Wistar tiene una longitud aproximada de 1 m, por lo
tanto para abordar el estudio topografico de la absorcién intestinal del acamprosato, se
ha dividido en tres tramos de 33 cm de longitud. En funcién de su mayor proximidad al
estdbmago se han denominado: tramo proximal, medio y distal. Una vez localizado el
intestino delgado del animal se canula, de forma totalmente aleatoria, uno de los tramos
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en estudio.

Se procede en primer lugar a la canulacion del extremo inicial. Para ello se practica un
pequefio corte en bisel en el intestino procurando dafar lo menos posible los vasos
sanguineos que irrigan la zona. Mediante unas pinzas de punta fina que se introducen en
el pequefio corte, se aumenta la abertura, y de esta manera se facilita la introduccion del
extremo de una canula de vidrio acodada. La canula posee en ese extremo una pequefia
escotadura, que permite fijarla al intestino mediante un hilo de seda. En el otro lado de la
canula se conecta, mediante un tubo de polietileno, una llave de tres pasos tipo
“Stopcock”. La llave se encaja a rosca con una jeringa “Multifit” de 5 ml de capacidad y
se sujeta mediante una pinza a un soporte vertical. La posicion final de la canula debe
respetar la disposicion anatémica del intestino. Posteriormente, se localiza el extremo
final del tramo intestinal seleccionado y se practica un corte en bisel, al igual que en el
extremo inicial.

Para que el ensayo de absorcidn sea reproducible, la mucosa intestinal debe quedar
totalmente libre de quimo y de otras sustancias que pudieran interferir en el proceso de
absorcion, como las sales biliares, quo actian como tensiactivos. Con esta finalidad, se
procede a lavar el intestino con ayuda de la jeringa conectada a la canula localizada en el
extremo inicial, haciendo pasar la soluciéon de lavado descrita en el Epigrafe 2.4.2.1,
previamente atemperada a 37°C. Adicionalmente esta soluciéon acondiciona la mucosa
intestinal y restaura el pH de la zona. La solucién de lavado intestinal se recoge, a su
salida por la incision realizada en el extremo final, en una placa Petri.

Mediante el bombeo de aire desde la jeringa inicial se eliminan los restos de la
solucion de lavado. Seguidamente se conecta una segunda canula en el extremo final y
se adapta una llave de tres pasos con su jeringa, de igual forma que en el caso anterior,
sujetando también el conjunto mediante una pinza a un soporte vertical. EI montaje
experimental se representa en la Figura 2.4.
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Figura 2.4 Esquema del montaje experimental.

Para prevenir la desecacién de la cavidad abdominal se introduce en ella un pequefio
volumen de suero fisiolégico atemperado a 37°C y se cubre con una torunda de algodon
empapada del mismo liquido y a igual temperatura. Este proceso se repite durante el
ensayo para mantener un adecuado grado de hidratacién y la temperatura fisiolégica.

Después de haber realizado los pasos anteriores, la preparaciéon in situ queda
dispuesta para el ensayo de absorcion.
2.4.2.3 Protocolo experimental

Para el desarrollo de estos experimentos se emplearon un total de 36 animales, los
cuales se distribuyeron en 3 grupos, en funcion del tramo intestinal donde se perfundié el

farmaco.

El ensayo se disefi6 de manera que los animales fueron asignados de un modo
totalmente aleatorio a alguno de los siguientes grupos experimentales:
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* Grupo F-1: Tramo proximal del intestino delgado (33 cm) (n=12)
* Grupo F2: Tramo medio del intestino delgado (33 cm) (n=12)
* Grupo F3: Tramo distal del intestino delgado (33 cm) (n=12)

La solucién a ensayar se perfunde de la siguiente manera: en la jeringa conectada en
el extremo inicial se introduce la solucion de perfusion, previamente atemperada a 37°C,
manteniendo la llave de tres pasos en posicion intestino-exterior. El volumen perfundido
siempre sera 5 ml.

A continuacion, la llave conectada en el extremo final se coloca en posicion intestino-
exterior y la llave inicial, en posicidn jeringa-intestino. Se presiona ligeramente el émbolo
de la jeringa inicial, la introduciendo en el intestino la solucion a perfundir. De este modo,
el aire contenido en el intestino es desplazado hacia el exterior y reemplazado por la
solucién sin provocar una distension excesiva de la pared intestinal. Cuando se ha
introducido toda la solucidn, las dos llaves se colocan en posicion jeringa-exterior y se
pone en marcha el cronédmetro. Asi, el intestino se ha convertido en un compartimento
estanco, ocupado por la solucién perfundida.

La toma de muestras se efectué cada 5 minutos, alternativamente por cada una de
las jeringas, empezando por la jeringa conectada en el tramo final. Se recogieron un total
de seis muestras segun el siguiente esquema de muestreo: 5, 10, 15, 20, 25 y 30
minutos.

Para extraer la muestra se toma aire con la jeringa opuesta a la de muestreo. Las dos
llaves se colocan en posicion jeringa-intestino, y a medida que se introduce aire por un
extremo, la solucién asciende por la jeringa de muestreo practicamente en su totalidad.
Es conveniente presionar la torunda de algodén, colocada sobre el abdomen, para
facilitar la salida del liquido remanente en el intestino, y para evitar que la solucion
descienda al intestino durante la toma de muestra.

El volumen de muestra extraido siempre fue de 250 pl, el cual se deposité en tubos
tipo “Eppendorf’ para su posterior valoracién. El tiempo empleado en la toma de
muestra nunca superd los 30 segundos.
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A continuacién, la llave contraria a la jeringa de toma de muestra se coloca en
posicion intestino-exterior para facilitar la salida del aire desplazado al introducir de
nuevo la solucién ensayada; a la vez, en esta llave, se coloca un tubo de centrifuga para
recoger el volumen de solucion que pudiera perderse durante este proceso. Finalmente,
se colocan las llaves en posicién jeringa- exterior, convirtiendo de nuevo el intestino en
un compartimento estanco.

Después de tomar la U(ltima muestra, se extrae todo el liquido remanente del
intestino.

Tras obtener todo el liquido remanente, se mide el volumen y el pH final de la
solucién. La medida del pH sirve como control del procedimiento, ya que variaciones
importantes de los valores fisiolégicos son indicativas de procesos anormales (podrian
modificar el grado de ionizacion de las sustancias y, con ella, su absorcién). La medida
del volumen permite calcular, como se muestra mas tarde, la reabsorcién de liquido de
perfusion.

Finalizado el ensayo, el animal se sacrificé mediante una dislocacion cervical.

2.4.2.4 Tratamiento analitico y valoraciéon de las muestras

Para la cuantificacion de la concentracién de **C-acamprosato remanente en el lumen
intestinal, se utiliz6 la medida de la radiactividad en las muestras mediante un contador
de centelleo en fase liquida. Tal y como se ha descrito en Epigrafes anteriores, se trata
de una técnica muy sensible y es una de las mas adecuadas para la deteccion y
cuantificacién de la radiactividad de tipo b, que es la que emite el isétopo radiactivo de
14C.

El equipo de valoracién y el liguido de centelleo empleados coinciden con los descritos
en el Epigrafe 2.3.2.4. Sin embargo, existen aspectos diferenciales en cuanto al calculo
de las concentraciones de acamprosato, las rectas de calibracion empleadas para evaluar
la precision y exactitud del método analitico y la preparacién de las muestras para su
valoracion.
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2.4.2.4.1 Célculo de las concentraciones remanentes de acamprosato

En todos los ensayos de determinacién de la constante de velocidad de absorcion del
acamprosato (k,) tras su perfusion, in situ, en el intestino delgado de la rata, se asumid
que la proporcién entre acamprosato y **C-acamprosato no variaba a lo largo de los
ensayos.

De este modo las Cpm registradas se transformaron en unidades de concentracion
mediante el uso de la proporcionalidad existente entre el acamprosato estable y las Cpm
de 4C-acamprosato en la solucién perfundida.

2.4.2.4.2 Evaluacién de la técnica analitica: exactitud y precisiéon
Para el calculo de la exactitud y precision del método de valoracién, se prepararon

una serie de disoluciones patrén de **C-acamprosato en liquido de lavado (L.L) segin se
describe a continuacion.

Se prepararon 5 disoluciones acuosas de **C-acamprosato, cuyas actividades teéricas
(A7) fueron: 500, 300, 200, 100 y 50 nCi/ml. La preparacion de los patrones de *C-
acamprosato en liquido de lavado se realiz6 segin de resume en el Cuadro 2.4. .Las
muestras patrén se procesaron igual que las muestras intestinales y posteriormente se
midieron las Cpm en el contador de centelleo.
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PATRON » Volumen .

. Modo preparacion ) At (nCi)
(nCi/ml) leido

P —

50 100 m disolucién acuosa 500 nCi/ml + 900 mi L.L. 200 10

30 100 m disolucién acuosa 300 nCi/ml + 900 mi L.L. 200 m 6

20 100 m disolucién acuosa 200 nCi/ml + 900 mi L.L 200 ni 4

10 100 m disolucién acuosa 100 nCi/ml+ 900 mi L.L 200 m 2

5 100 ni disolucién acuosa 50 nCi/ml + 900 mi L.L. 200 m 1

Cuadro 2.4: Esquema de preparacién de la recta de calibracion empleada para la cuantificacion de
4C-acamprosato en liquido de lavado (L.L).

Para la evaluacion de la exactitud y precision del método analitico utilizado, se
prepararon 3 rectas de calibracién con cinco patrones distintos de * C-acamprosato en

liquido de lavado. Cada patrén se valord por triplicado como si se tratase de una muestra
de actividad desconocida. Los valores de actividad calculados para cada patron se

obtuvieron interpolando en las rectas de calibracion preparadas. Se promediaron los
valores de actividad calculados para cada patrén y se determiné el coeficiente de
variacion. La desviaciéon del valor medio respecto del teérico es indicativa de la exactitud,
mientras que el coeficiente de variacion lo es de la precision.

2.4.2.4.3 Preparacion de las muestras

Las muestras intestinales presentan generalmente tras su obtencién, restos de
mucosa intestinal. Por ese motivo, antes de su cuantificaciébn se procedid a la
centrifugacion de las mismas a 3000 r.p.m. durante 5 minutos. De este modo, se obtuvo
un sobrenadante limpio que se sometié a valoracién. Las muestras a valorar se
prepararon en viales de plastico adecuados y se situaron en unas gradillas especiales,
que encajan perfectamente en la cadmara receptora del contador, desde las cuales se
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midié la actividad de cada muestra. Para ello, se depositaron 200m de muestra en viales
que contenian 3 ml de liquido de centelleo. Tras su homogeneizacion, se realizaron tres
lecturas sucesivas de todas las muestras, de diez minutos de duracién por cada una de
las muestras analizadas, obteniéndose las cuentas por minuto (Cpm) promedio.

2.4.2.5 Determinacion de la constante aparente de velocidad de
absorcion

2.4.2.5.1 Calculo de la velocidad de reabsorcion de agua

Como se ha indicado anteriormente, existe un proceso de reabsorcion de agua
simultdneo al proceso de absorcidon de la sustancia ensayada (DOLUISIO y cols., 1969;
GABUS-SANNIE y BURI, 1987). Este proceso puede falsear por exceso el valor de las
concentraciones remanentes, sobre todo en las Ultimas muestras (25 y 30 min.), por lo
gue se deben corregir las concentraciones obtenidas experimentalmente en los ensayos
de absorcién.

Se ha demostrado que los volumenes remanentes a los distintos tiempos se ajustan a
una cinética de orden cero (MARTIN-VILLODRE vy cols., 1986; GABUS-SANNIE y BURI,
1987), cuya ecuacion representativa en forma diferencial es la siguiente:

—=-k, Ecuacion 2.15

La forma integrada de la ecuacion anterior es:
V.=V, - k% Ecuacion 2.16

en la que V, es el volumen remanente en el lumen intestinal a cada tiempo t, V,
representa el volumen remanente a tiempo cero y Kk, representa la constante de
velocidad de reabsorcidn.
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Para el calculo de k, se necesitan los volimenes obtenidos a tiempo cero y 30 min.
En los estudios realizados en los distintos tramos del intestino delgado, el volumen
remanente a tiempo cero se ha calculado mediante ensayos de reabsorcién de agua
adicionales. En estos ensayos el animal se prepara exactamente igual que para los
ensayos de absorcion. Posteriormente se perfunden 5 ml de la solucién de ensayo e
inmediatamente después de perfundir la solucién de trabajo se mide el volumen. El
volumen remanente a los 30 min se ha caracterizado de forma individualizada,
determinando el volumen de liquido remanente tras la realizacion del ensayo de
absorcién en cada animal. Para determinar este volumen es necesario considerar el
volumen de las muestras extraidas.

La obtencion del liquido remanente, al final del ensayo de absorcion, se ha realizado
de la siguiente manera:

En primer lugar, se desconecta la canula de la jeringa conectada en el extremo final y
se introduce en un tubo de centrifuga de unos 30 ml de capacidad. A continuacién, con la
jeringa inicial se bombea aire de modo que éste desplace el liquido remanente, que se
recoge en el tubo de centrifuga por el otro extremo.

Seguidamente, se separa el asa intestinal con unas tijeras, cortando el mesenterio.
Una vez aislado el intestino y con ha ayuda de un algodén humedo, se presiona de
principio a fin, asegurando que el intestino quede completamente vacio.

El liquido recogido se centrifuga a 3000 r.p.m. durante 5 minutos para separar las
particulas sdlidas (restos de quimo y mucosa). Finalmente, se mide el volumen del liquido
sobrenadante.
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Mediante regresion lineal de los volimenes obtenidos a tiempo cero y 30 minutos se
calculan los parametros de la cinética (k, y V,). Una vez conocidos dichos parametros se
pueden corregir los valores experimentales de las concentraciones de soluto en las
muestras a los distintos tiempos, segun la ecuacion:

Ecuacion 2.17

>

1

"
<[<

en la que A corresponde a la concentracion de soluto corregida para cada tiempo, E
es la concentracion obtenida experimentalmente, V, es el volumen remanente tedrico
para cada tiempo de muestreo y V, es el volumen remanente tedrico a tiempo cero.

Los valores de las concentraciones corregidas a cada tiempo de muestreo son las que
posteriormente se utilizan para el célculo de las constantes de velocidad de absorcion en
cada ensayo.

2.4.2.5.2 Calculo de la constante aparente de velocidad de absorcion

Se utiliza un modelo cinético de dos compartimentos. El compartimento A corresponde
al lugar donde se produce el proceso de absorcion (intestino) y el compartimento C es el
representativo del organismo. El farmaco sale del compartimento A, segun un proceso de
orden uno regido por la constante k, (constante aparente de velocidad de absorcion),
objeto de nuestro estudio. EI modelo se esquematiza en la Figura 2.5.
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Figura2.5

El proceso de absorcién el compuesto ensayado se ajusta, pues, a una cinética
aparente de primer orden, cuya expresién matematica es la siguiente:

% =-k, XA Ecuacion 2 18

en la que dA/dt representa la disminucién de la concentracién de farmaco en el
lugar de absorcion en funcion del tiempo, o velocidad de desaparicion, y A, la
concentracion remanente en dicho lugar. La forma integrada de esta ecuacién es:

A=A, xe ke Ecuacion 2.19

en la que A es la concentracion remanente de compuesto en el lugar de absorcion a
los tiempos de muestreo t, A, es la concentracion inicial (@ tiempo cero), y ka es la
constante aparente de velocidad de absorcion. El valor que se obtiene de Ab es
normalmente inferior a la concentracion inicial de la solucién de perfusiéon debido a la
adsorcion del compuesto al epitelio y a la dilucién de la solucién perfundida por los restos
de liquido de lavado que no han podido ser eliminados completamente tras el
acondicionamiento del intestino. Estos hechos no restan validez a la constante, ya que se
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puede determinar con absoluta fiabilidad gracias a la rapidez con la que se alcanza el
equilibrio en el proceso de adsorcién, habitualmente inferior a cinco minutos (DOLUISIO
y cols., 1969; LEVINE y cols., 1980).

Por regresion no lineal de las concentraciones remanentes ( A) a cada tiempo de
muestreo se obtiene la ka del compuesto ensayado.

Algunos autores prefieren utilizar el coeficiente de permeabilidad efectiva en lugar de
la constante de velocidad de absorcién para cuantificar el proceso de absorcién en
modelos animales in situ (AMIDON vy cols., 1988; HAN y cols., 1998). Consideran que
permite una mejor comparacién entre resultados obtenidos en distintos lugares de
absorcion, ya que, a diferencia de k, , no engloba la superficie Gtil de absorcién, que
varia en las distintas zonas del tracto gastrointestinal que se ensayan, ni tampoco el
volumen de disolucién perfundida en el ensayo (Vg). La relacion entre ky y Pes S muestra
en la siguiente ecuacion:

k, = Ecuacién 2.20

Cuando se administra un volumen determinado de disolucion (V), éste se dispone
como un cilindro que se adapta al intestino, ocupando una longitud del mismo (L) de
forma que si se desarrollan las expresiones geométricas de ambas magnitudes se
obtienen las siguientes ecuaciones:

S=2:p:r:L Ecuacion 2.21

V=px?x Ecuacion 2.22
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de forma que al realizar el cociente S/V se obtiene que:

Z===F = Ecuacion 2.23

Es decir, que si el radio del intestino delgado no cambia, la fraccion S/V permanece
constante tanto si se ocupa mucho como poco volumen del tramo intestinal. Como
consecuencia, al sustituir en la Ecuacion 2.20, se obtiene que:

PSS _2:P,
SRV

Ecuacion 2.24
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2.4.3 ENSAYOS DE PROMOCION DE LA ABSORCION INTESTINAL
DE ACAMPROSATO

2.4.3.1 Ensayos In situ

2.4.3.1.1 Soluciones de trabajo

A) Solucion anestésica y soluciéon de lavado

Se administraron 0.65 ml por cada 100 g de peso corporal del animal de una solucién
de hidrato de cloral en agua bidestilada (6% (p/v)) por via intraperitoneal (ver Epigrafe
2.4.2.1).

La finalidad con la que se emplea la solucién de lavado en estos ensayos, asi como su
composicién cuantitativa y el procedimiento seguido para su preparacion se describen en
el Epigrafe 2.4.2.1.

B) Soluciones de perfusion

Para la realizacion de los ensayos se utilizaron las siguientes soluciones:

Con el fin de estudiar la influencia del polisorbato 80 y del caprato sédico en la
absorcion intestinal del acamprosato, se ensayaron varias soluciones:

» B.1) Soluciones control: Se prepararon distintas soluciones control en funcién del

promotor ensayado:

- Estudio con polisorbato 80: Solucién de acamprosato 1.38 mM en liquido
de lavado y marcado con **C-acamprosato 0.02 pCi/ml (solucién control
A).
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- Estudio con caprato sédico: Solucién 0.22 uM (0.02 uCi/ml) de *4c-
acamprosato preparada en liquido de lavado (solucién control B).

» B.2) Soluciones de polisorbato 80: Se prepararon tres soluciones de polisorbato
80 a las concentraciones de 5 mg/ml (<CMC), 20 mg/ml (CMC) y 800 mg/ml
(>CMC) en liquido de lavado. En todas ellas se adicion6 acamprosato a la
concentracién de 1.38 mM y **C-acamprosato (0.02 uCi/ml).

» B.3) Soluciones de caprato sddico: Se prepararon dos disoluciones que contenian
13 mM (CMC) y 16 mM (>CMC) de caprato sédico en solucién de lavado. Una
caracteristica del caprato sédico a tener en cuenta a la hora de preparar estas
disoluciones es que precipita en presencia de calcio (ANDERBERG vy cols., 1993).
Puesto que el acamprosato se encuentra formulado como sal célcica, todas las
soluciones empleadas para el estudio del efecto del caprato soédico en la
absorcion intestinal del acamprosato se prepararon con la minima cantidad de
farmaco. Por ello, aunque todas las soluciones ensayadas contenian *C-
acamprosato (0.02 pCi/ml), en ninguna de ellas se adicion6 el farmaco en su
forma no marcada. También se preparé una disolucion de caprato soédico, de
concentracién 16 mM, pero sin *C-acamprosato, con objeto de realizar una
perfusion previa al ensayo en algunos grupos experimentales.

2.4.3.1.2 Técnica quirudrgica

Se empled la técnica propuesta por Doluisio y colaboradores en 1969, adaptada a
nuestras condiciones de trabajo. Todos los ensayos se realizaron en el tramo medio (33
cm) del intestino delgado de la rata. La descripcion detallada de la técnica quirdrgica
empleada coincide con la descrita en el Epigrafe 2.4.2.2.
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2.4.3.1.3 Protocolo experimental
En todo este conjunto de experiencias, siempre se perfundieron en el tramo medio del
intestino delgado de la rata, 5 ml de la solucion a ensayar. Los tiempos de recogida de

muestra fueron 2, 5, 10, 15, 20, 25, y 30 minutos.

El procedimiento seguido para la perfusién y recogida de muestras, asi como cualquier
otro aspecto metodoldgico coinciden con los descritos en el Epigrafe 2.4.2.3.

Los distintos grupos experimentales, ensayados en los estudios de promocion de la
absorcion intestinal, son los que se describen a continuacion:

1) Experimentos con Polisorbato 80:

Se establecieron cuatro grupos de ensayo a los que se perfundié la disolucién control
(grupo G0) y las distintas disoluciones de Polisorbato 80. Los distintos grupos de ensayo
fueron:

* Grupo G-0: acamprosato 1.38 mM+ 14C-acamprosato 0.22 MM (n=4)

* Grupo G-1: acamprosato 1.38 mM+ 4C-acamprosato 0.22 nM + Polisorbato 80
(5mg/l) (n=6)

* Grupo G-2: acamprosato 1.38 mM+ *C-acamprosato 0.22 nM + Polisorbato 80
(20mg/l) (n=6)

* Grupo G-3: acamprosato 1.38 mM+ 4C-acamprosato 0.22 nM + Polisorbato 80
(800mg/1) (n=6)

La asignacién de los animales a los grupos experimentales fue completamente
aleatoria.
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1)  Experimentos con caprato sddico:

11.1) Influencia de la concentracién del caprato sédico:

Para analizar los efectos del caprato sédico sobre la absorcién intestinal del
acamprosato, se establecieron tres grupos de ensayo a los que se perfundié la disolucién
control (grupo H-0) y las distintas disoluciones de caprato sodico. Los distintos grupos de
ensayo fueron:

* Grupo H-0: **C-acamprosato 0.22 nM (n=10)
* Grupo H-1: **C-acamprosato 0.22 mM + Caprato sédico 13 mM (n=10)

* Grupo H-2: *C-acamprosato 0.22 nM+ Caprato sédico 16 mM (n=10)

La asignacién de los animales a los grupos experimentales fue completamente
aleatoria.

11.2) Influencia de la exposicion previa al caprato sédico:

Con el fin de estudiar los efectos de la exposicidon previa de caprato soédico 16 mM
sobre la absorcion intestinal del acamprosato, se planificaron una serie de experiencias
adicionales en las que, previamente a la realizacion del ensayo de absorcion propiamente
dicho, se perfundieron durante un tiempo total de 40 minutos distintas disoluciones. A
esta fase se le denominé “fase de pre-exposicion”. Transcurrido ese periodo de tiempo,
se vacio el contenido intestinal y se continué el experimento tal y como se ha descrito
con anterioridad. En estos experimentos se utilizaron dos grupos control (grupo 1-0vy I-

00) y uno experimental (grupo I-1).
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En el siguiente Cuadro, se resumen los aspectos mas relevantes del disefio
experimental utilizado en estos experimentos:

Grupo n  Pre-exposicion (40 min) Ensayo de absorcion
e ——
1-0 10 Solucién de lavado 4C-acamprosato 0.22 mv
1-O0 10 Solucién de lavado 14C-acamprosato 0.22 mM + Caprato sédico 16 mM

1-1 10 Caprato sédico 16 mM 14C-acamprosato 0.22 mM + Caprato sédico 16 mM

Cuadro 2.5 bisefo experimental empleado en los ensayos correspondientes al estudio de la
influencia de una exposicién previa (40 min) del caprato sodico en la absorcion intestinal del acamprosato.

La asignacion de los animales a los distintos grupos fue completamente aleatoria.

2.4.3.1.4 Tratamiento analitico y valoracién de las muestras

La cuantificacion de la concentracién de *C-acamprosato en las muestras intestinales
recogidas, se realiz6 mediante la medida de la radiactividad con ayuda de un contador de
centelleo en fase liquida. Todos los aspectos concernientes a la valoracion analitica
coinciden con los descritos en el Epigrafe 2.4.2.4.

En los ensayos con polisorbato 80 se asumié que la proporcién entre acamprosato y
14c-acamprosato no variaba a lo largo de los ensayos. De este modo las Cpm registradas
se transformaron en unidades de concentracion mediante el uso de la proporcionalidad
existente entre el acamprosato estable y las Cpm de *C-acamprosato en la dosis
administrada.
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Sin embargo, dversos autores indican que la presencia de iones calcio en el medio
induce la precipitacion del caprato sédico (ANDERBERG y cols., 1993) en forma de
caprato calcico, impidiendo asi el estudio de sus posibles acciones promotoras. En
consecuencia, todos los ensayos en los que se estudid la influencia de la presencia del
caprato sodico en la absorcién del acamprosato se realizaron con la Unica presencia del
acamprosato marcado radiactivamente. En estos casos, la transformacion de las Cpm
registradas en unidades de concentracion se realiz6 empleando el valor de la actividad
especifica del producto radiactivo (90 mCi/mmol).

2.4.3.1.5 Determinaciéon de la constante aparente de velocidad de absorcién

(Ka)

Para la cuantificacion del efecto promotor de las diferentes sustancias ensayadas, se
calcul6 la K, en presencia y ausencia de cada una de ellas. El fundamento tedrico, asi
como el procedimiento para su calculo se han descrito en el Epigrafe 2.4.2.5 de la
presente memoria. De la misma manera, también se han realizado los ensayos
correspondientes para la cuantificacién del proceso de reabsorcion de agua.

2.4.3.2 Ensayos In vivo: administracion oral

2.4.3.2.1 Soluciones de trabajo

Con el fin de estudiar la influencia del caprato sédico en la absorcién intestinal del
acamprosato, tras una administracion oral en animales conscientes, se emplearon las
siguientes disoluciones:

A) Disolucién control: Se preparé adicionando *C-acamprosato a la concentracién
de 2.75 pM (0.25 pCi/ml) en agua bidestilada.

B) Disoluciones de caprato sodico: Se prepararon tres disoluciones que contenian 13
mM (CMC), 16 mM (>CMC) y 50 mM de caprato sodico en agua bidestilada.
Debido a que el caprato sodico precipita en presencia de calcio (ANDERBERG y
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cols., 1993) y que el acamprosato se encuentra formulado en forma de sal
calcica, se tuvo la precaucion de que la concentracion de trabajo del farmaco no
fuera elevada. A todas las soluciones se les adicioné la cantidad necesaria de **C-
acamprosato para que la concentracién de farmaco fuese 0.25 nCi/ml (2.75 M)

2.4.3.2.2 Técnica quirdrgica

El objetivo de estos experimentos fue determinar, in vivo, la eficacia del caprato
sodico para incrementar la biodisponibilidad en magnitud del acamprosato tras su
administracién por via oral. Para ello se cuantificd la fraccion de dosis excretada en la
orina de los animales tratados. Por tanto, en este conjunto de ensayos, no fue necesaria
la realizacion de ninguna intervencion quirdrgica.

Los animales se sometieron a un periodo de ayuno durante las 18-24 horas previas a
la administracion. Durante este tiempo los animales se mantuvieron en jaulas de doble
fondo, para evitar la coprofagia, y con libre acceso al agua de bebida.

2.4.3.2.3 Protocolo experimental

Los animales pertenecientes a este conjunto de ensayos se distribuyeron en 4 grupos
en funcion de la dosis administrada de caprato sédico.

El ensayo se disefié de manera que los animales se asignaron de un modo totalmente
aleatorio a alguno de los siguientes grupos experimentales:

* Grupo J-0: *C-acamprosato 2.75 nM (n=12)

* Grupo J1: *C-acamprosato 2.75 nM + Caprato sédico 13 mM (n=8)
* Grupo J-2: *C-acamprosato 2.75 nM + Caprato sédico 16 mM (n=8)
* Grupo J3: *C-acamprosato 2.75 nM + Caprato s6dico 50 mM (n=8)
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En todos los ensayos, el volumen de la solucién administrada siempre fue de 2 ml. El
procedimiento detallado seguido para la administracion de los preparados coincide con el
descrito en el apartado 2.4.1.3.

Los ensayos se realizaron siempre en jaulas metabdlicas, lo cual permitié recoger la
orina de los animales tratados correspondiente al periodo 0-24 horas postadministracion.
La jaula se lavé con el volumen adecuado de agua bidestilada con el fin de arrastrar
posibles restos de orina hasta el recipiente de recogida.

Aunque el empleo de las jaulas metabolicas también permitié recoger las heces de los
animales tratados, en este conjunto de experimentos no fueron procesadas para su
analisis.

2.4.3.2.4 Tratamiento analitico y valoracion de las muestras

Para la determinacién del contenido de *C-acamprosato en las muestras de orina
recogidas durante los periodos 024 y 24-48 horas postadministracién se emple6é un
contador de centelleo en fase liquida. Los aspectos correspondientes al equipo de
valoracion, liguido de centelleo y precision y exactitud del método analitico coinciden con
los descritos en el Epigrafe 2.3.2.4 .

2.4.3.2.5 Calculos farmacocinéticos. Calculo de la biodisponibilidad en
magnitud

Para evaluar el efecto del caprato sodico en la absorcion intestinal del acamprosato
cuando se administran conjuntamente, por via oral en el animal consciente, se cuantifico
la fraccién de dosis de farmaco que aparecid inalterada excretada en la orina de los
animales tratados.
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2.4.3.3 Ensayos In vitro. Cultivos celulares

Para el desarrollo de estos ensayos se empleé la linea celular Caco-2 obtenida a partir
de la American Type Culture Collection, Rockville, MD y mantenida en nuetro laboratorio
en las condiciones que a continuacion se detallan.

2.4.3.3.1 Soluciones de trabajo

Para la realizacion de la presente Memoria se han empleado distintos tipos de
soluciones tanto para mantener las lineas celulares como para el tratamiento de los
insertos. A continuacion se han agrupado de acuerdo con su funcionalidad.

A) Medio de Cultivo

El medio de cultivo es una solucién estéril compuesta por distintas sales, nutrientes y
antibioticos en la que las células crecen y se dividen de una manera 6ptima. Una vez
preparado el medio de cultivo, se debe guardar a una temperatura de 4°C. Esta
compuesto por las siguientes soluciones:

Penicilina-Estreptomicina 5ml
MEM suplemento de aminoacidos no esenciales 5ml
L-Glutamina 5ml
Suero bovino fetal 50 ml

DMEM (Dulbecco’s Modified Minimum Essential Medium) 450 ml
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La composicion de cada una de estas soluciones se detalla a continuacion:

= Penicilina-Estreptomicina. Solucion estéril que se adiciona al medio de cultivo
para evitar la proliferacion bacteriana. Fue suministrada por Gibco® (Lenexa, KS)
y su composicion se detalla a continuacion:

Penicilina G (sal sédica) 10000 unidades/ml
Estreptomicina (sulfato) 10000 pg/ml

= Soluciéon de aminoacidos no esenciales. Se prepar6 disolviendo todos los
componentes en agua bidestilada y posteriormente se procedié a la esterilizacién
por filtracion. Todos los aminoacidos fueron suministrados por SigmaO Chemical
Co. (St. Louis).

L-Alanina 0.89 g/l
L-Asparragina 1.321 g/l
Acido L-Aspartico 1.33 g/l
Acido L-Glutamico 1.47 g/
L-Glicina 0.75 g/l
L-Prolina 1.15 g/
L-Serina 1.05 g/l

= L-Glutamina 200 mM. Se preparé una solucion de 29.22 g de L-Glutamina por
litro de agua bidestilada y posteriormente se esterilizé por filtracion. Esta
disolucion se adiciona al medio de cultivo como complemento nutritivo, ya que se
trata de un amino&cido esencial. Fue suministrado por SigmaO Chemical Co. (St.
Louis).

= Suero bovino fetal (FBS). Suplemento proteico estéril del medio de cultivo.
Suministrado por Sigma® Chemical Co. (St. Louis).
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= DMEM. Se prepara con agua bidestilada a partir de los siguientes reactivos y
posteriormente se esteriliza par filtracion.

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Powder 13.4 g/
NaHCO3; 3.7 g/l
HEPES 1.3 g/l
Glucosa 3.5¢g/l

El pH de esta solucion se ajustd a 7.4 con NaOH o HCI. Posteriormente se
esteriliz6 por filtracion y se guardé a una temperatura de 4 °C.

B) Pase de células

Consiste en la dilucion y transvase de las células a otro frasco una vez que el cultivo
esté llegando a la confluencia. Para ello se necesitan dos soluciones de trabajo: PBS-
EDTA vy tripsina-EDTA.

] Soluciéon de PBS-EDTA. Se utilizé para lavar la monocapa de células en el
frasco, eliminando las posibles enzimas que podrian interactuar con la
tripsina. Esta solucién esta constituida por una mezcla de:

D-PBS (Dulbecco’s phosphate buffered saline) 9.7 g/l
EDTA-Na, 0.365 g/l

] Solucién de tripsina-EDTA, fue suministrada por Gibco® (Lenexa, KS), se
comercializa en solucién estéril. Contiene 0.5% de tripsina y 0.2% de EDTA-
Na, (en solucién salina sin Ca™ ni Mg*?). De esta solucién se realizé una
dilucién 1/5 con PBS-EDTA previamente filtrado. La solucion resultante se
utiliz6 para separar las células de los frascos.
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C) Soluciones para adecuacién a los ensayos de permeabilidad

Para realizar el ensayo de permeabilidad, se debe eliminar cualquier resto de medio
de cultivo en la monocapa que pueda interferir con las muestras. Para ello se utilizé las
soluciones de HBSS. Posteriormente se adiciond la solucion del compuesto a ensayar.

=  Solucién de HBSS sin HEPES. Se utiliz6 para los primeros lavados de la
monocapa celular. Su composicion es la siguiente:

HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution, powder) 9.8¢
NaHCO3 0.58¢g
Glucosa 35¢
Agua c.s.p. 11

Estos reactivos se disolvieron en agua bidestilada y se guardé auna
temperatura de 4 °C.

=  Solucion de HBSS con HEPES. Solucién empleada para el Gltimo lavado
de B monocapa celular y para adicionarla en el compartimento receptor.
Adicionalmente, el volumen extraido de la camara receptora a lo largo del
ensayo se repone con esta misma solucion. El pH de esta solucién se ajusta
a 7.4. Esta constituida por:

HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution, powder) 9.80 g
HEPES 5.96 g
NaHCOs3 0.37g
Glucosa 3.50¢g
Agua c.s.p. 11

Estos reactivos se disolvieron en agua bidestilada. Posteriormente se ajustd
su pH a 7.4 y se guard6 a una temperatura de 4 °C.
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D) Soluciones a ensayar

Todas ellas se prepararon en solucién de HBSS (libre Ca*?/Mg*?) con HEPES que
constituye la solucién base para la preparacion de las soluciones de farmaco a
estudiar. El pH de esta solucién es de 7.4. Esta solucion se adquirié directamente a
través de Biochrom AG® (Berlin). Su composicién cuantitativa equivale a la de
solucién de HBSS con HEPES, con la excepcion de incluir HBSS/CMF (Hanks' Balanced
Salt Solution calcium-magnesium free, powder) en lugar de HBSS.

2.4.3.3.2 Mantenimiento de las lineas celulares

Las lineas celulares se han mantenido en una estufa de incubacién con una
temperatura de 37°C, 5% de CO,y una humedad relativa del 90%. Estas condiciones son
las adecuadas para su crecimiento. Cada dos dias fue renovado el medio de cultivo. Para
ello, es necesario llevar a cabo todas las manipulaciones en una camara de flujo laminar
vertical de seguridad bioldgica. El medio de cultivo se aspira con ayuda de una bomba de
vacio y se sustituye por medio nuevo, atemperado a 37°C.

2.4.3.3.2.1 Crecimiento en frascos

Las células crecen en frascos de plastico estériles (Figura 2.6), formandose una
monocapa celular que queda adherida a la base de dichos frascos. Para que se produzca
un correcto crecimiento hay que controlar dos aspectos: El cambio de medio debe
realizarse con frecuencia, ya que las células producen metabolitos, y éstos pueden alterar
su pH. También se debe revisar todos los dias la densidad de crecimiento, ya que una
vez formada la monocapa, las células deben cambiarse a un nuevo frasco para facilitar su
crecimiento.
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N

Tapoén de dos posiciones:
ventilacién y cerrado

/

Cara de crecimiento celular

Figura 2.6. Esquema de los frascos de pléstico.

El cambio de medio fue realizado en dias alternos descansando los fines de semana.
El procedimiento de trabajo es el siguiente: el frasco (Figura 2.6), que se encuentra en la
estufa de incubacién con el tap6n abierto para que las células estén en contacto con la
atmésfera enriquecida con CO,, se extrae de la estufa de incubacién, cerrando
previamente el tapén. Antes de introducirlo en la cdmara de flujo laminar se pulveriza
con alcohol al 70%. La botella de medio de cultivo atemperado, también se pulveriza con
este alcohol y se introduce en la camara.

Una vez se ha secado el alcohol, se abren parcialmente ambos tapones. Se sujeta el
frasco en posicién inclinada favoreciendo que el medio de cultivo quede en la pared
opuesta al crecimiento celular, y con la ayuda de una pipeta Pasteur previamente
conectada a una bomba de vacio, se aspira el medio de cultivo remanente en el frasco. A
continuacién, con una pipeta estéril acoplada a un pipeteador automatico, se deposita en
el frasco la cantidad adecuada de medio de cultivo procurando no tocar las paredes. El
frasco se saca de la camara con el tapon cerrado, se vuelve a pulverizar con alcohol al
70% y se introduce en la estufa, donde nuevamente se abre el tapon hasta su posicién
de ventilacion.
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2.4.3.3.2.2 Dilucidén celular y cambio a un nuevo frasco

La velocidad de crecimiento de este tipo de cultivos es muy rapida, de forma que
cuando la monocapa alcanza una confluencia adecuada, ocupando toda la superficie
disponible en los frascos, hay que separar las células de la base del frasco y cambiarlas a
un nuevo frasco, realizando una dilucién de la densidad celular.

Para ello, se trabaja en la campana de flujo laminar y se toman las mismas
precauciones que se han mencionado en el Epigrafe anterior.

Primero se aspira el medio de cultivo existente en el frasco y seguidamente se realiza
un lavado de la monocapa celular con el volumen adecuado de PBS-EDTA previamente
atemperado. Esta solucién contiene los iones Ca*?y Mg*? que se encargan de eliminar de
la monocapa celular cualquier traza de suero existente, lo que podria disminuir la accién
de la tripsina. En estas condiciones, el frasco se vuelve a introducir en la estufa de
incubacion durante 10 minutos.

A continuacion, el frasco se lleva a la caAmara de flujo laminar, y se aspira el PBS-
EDTA, que se sustituye por el volumen adecuado de una soluciéon de tripsina-EDTA
(Cuadro 2.6) (1/5 del volumen de medio de cultivo que luego se adiciona). El frasco se
vuelve a introducir en la estufa durante unos 10 minutos. La eficacia de la tripsina para
separar las células de la base del frasco estd determinada por la concentracion de
tripsina utilizada, el tipo de cultivo celular y la presencia de suero o de otros factores de
crecimiento.

Transcurrido este tiempo, se adiciona el volumen correspondiente de medio de cultivo
para conseguir una dilucién 1/5 de la tripsina, de manera que ésta quede inactivada. La
suspension celular resultante se agita con ayuda de una pipeta para, asi, separar los
grupos de células. Dependiendo de la dilucion celular que se desee realizar (normalmente
1/5) se toma un volumen adecuado de dicha suspension celular que se dispone en un
nuevo frasco al que se afiade la cantidad correspondiente de medio de cultivo
atemperado.
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Al dia siguiente, se debe cambiar el medio de cultivo del nuevo frasco para eliminar
las células que hayan muerto durante este proceso y los restos de tripsina que pudieran
quedar.

En el Cuadro 2.6 se indican los volimenes de las distintas disoluciones utilizadas.

Frascos de 75 cm?

PBS-EDTA 12 ml
Tripsina-EDTA 2.5ml
Medio de cultivo 10 ml
- Suspension celular 2.5 ml

Dilucién
- Medio de cultivo en el
celular 1/5 10 ml

nuevo frasco

Cuadro 2.6 volumenes de las distintas soluciones utilizadas.

2.4.3.3.2.3 Congelacién

El proceso de congelacién permite conservar las células de forma indefinida inmersas
en nitrégeno liquido. Sin embargo, durante el mismo las células se ven sometidas a una
serie de fendmenos adversos, tales como la formacién de cristales de hielo, cambios de
pH por la cristalizacion diferencial de los componentes de los sistemas tamponadores,
desnaturalizacién de proteinas, asi como deshidratacion osmética por la concentracién de
electrolitos en el medio extracelular, que podrian dafiar la integridad celular. Con el fin de
evitar estos inconvenientes se utiliza una solucion constituida por medio de cultivo y por
dimetilsulfoxido (DMSO) (1/10). Este agente aumenta la permeabilidad de las
membranas, disminuye el punto de congelacién y enlentece la velocidad de este proceso
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(KRUSE y PATTERSON, 1973; JAKOBY y PASTAN, 1979; FRESHNEY, 1986), sin embargo
puede resultar téxico para las células.

Con el fin de controlar la velocidad de congelacién y que se produzca a 1°C/minuto se
utiliza un contenedor especifico de criopreservaciéon que contiene una disolucion de
isopropanol. Este recipiente tiene una serie de hendiduras donde se colocan los crioviales
de congelacion.

Para realizar el proceso de congelacién se procede a despegar las células del frasco
tal y como se ha descrito en el Epigrafe anterior. Una vez se obtiene la suspension
celular, ésta se trasvasa a un tubo de centrifuga estéril de 15 ml, y se centrifuga durante
4 minutos a 3000 r.p.m. El sobrenadante se elimina por aspiracion, y al precipitado de
células resultante se le afiaden 4.5 ml de medio de cultivo atemperado. Con ayuda de
una pipeta se homogeniza la suspension. Finalmente se afiaden 0.5 ml de DMSO y se
vuelve a homogenizar.

Rapidamente se toma una alicuota de 1 ml de la suspension y se deposita en cada
criovial, introduciéndose estos en el recipiente con isopropanol. Este recipiente se somete
a congelacion a -20°C durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, el recipiente se
introduce en un congelador de -80°C, donde permanece entre 24 y 48 horas. Por ultimo,
los crioviales se introducen individualmente en un tanque de nitrégeno liquido.

2.4.3.3.2.4 Descongelacion

El proceso de descongelacion debe ser muy rapido para procurar que las células estén
el menor tiempo posible en contacto con el DMSO, ya que, como se ha mencionado, este
agente resulta téxico para las células.

Una vez extraido el criovial del tanque de nitrégeno, se introduce rapidamente en un
bafio a 37°C para acelerar su descongelacién. Cuando el criovial se ha descongelado, se
introduce en la camara de flujo laminar y, con ayuda de una pipeta, su contenido se
trasvasa a un tubo de centrifuga estéril de 15 ml. Se afiaden 510 ml de medio
atemperado, diluyendo asi el DMSO. Después se centrifuga durante 4 minutos a 3000
r.p.m. El sobrenadante se aspira y el sedimento celular se redisuelve en 5 ml de medio
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atemperado para evitar que las células queden agrupadas. Esta suspension celular se
introduce en un frasco de 25 cm® donde se distribuye por toda la superficie. En estas
condiciones las células se dejan en la estufa de incubacién y en los dias siguientes se
observa si su crecimiento es adecuado.

2.4.3.3.3 Ensayo de permeabilidad

Para poder llevar a cabo los ensayos de permeabilidad es necesario obtener una
monocapa celular sobre unas membranas filtrantes de policarbonato de 3 um de tamafio
de poro y 4.2 cm? de superficie. Estas membranas se encuentran acopladas a unos
insertos de plastico, que se colocan en el interior de los pocillos de unas placas de
plastico, de tal forma que el interior del inserto simula la zona luminal o apical, y el
pocillo en el que se coloca, la zona basolateral. El esquema del montaje se muestra en la
Figura 2.7.

Cémara apical

|

0000 000000000000 et MONOCAPA
celular

Camara basolateral

Figura 2.7 Esquema del montaje experimental
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2.4.3.3.3.1 Preparacion de las membranas

El procedimiento seguido para la siembra de la suspension celular en las membranas
de policarbonato fue la siguiente: en el interior de la cdmara de flujo laminar y con ayuda
de unas pinzas metdlicas, se extraen los insertos de su recipiente estéril y se colocan en
los pocillos. Seguidamente, se afiaden 3 ml de solucién DMEM en la cdmara basolateral y
2 ml en la camara apical. Se cierra el plato y se deja en la estufa 24 horas.

Al dia siguiente el plato se introduce en la camara, y con ayuda de una pipeta Pasteur
se aspira el liquido remanente de ambas camaras. A continuacion, se afiaden 3 ml de
medio de cultivo en la camara basolateral, y 2 ml en la camara apical. El plato se vuelve
a introducir en la estufa, donde permanecera sin tratamiento adicional alguno, hasta el
dia del sembrado. Al dia siguiente se procedié al sembrado celular.

2.4.3.3.3.2 Sembrado celular y crecimiento

Se procede de manera similar a la descrita en el BEpigrafe 2.4.3.3.2. Partiendo del
cultivo celular que existe en un frasco, una vez obtenida la suspension celular, ésta se
coloca en un tubo de centrifuga estéril, se centrifuga 3 minutos a 3000 r.p.m. y se
elimina el sobrenadante. Esta operacion se repite de nuevo para asegurar que no quedan
trazas de tripsina.

Una vez se ha aspirado el sobrenadante se adicionan unos 20 ml de medio de cultivo
atemperado y, con ayuda de una pipeta, se separan las células. Seguidamente, con una
pipeta Pasteur se toman was gotas de la suspension celular y, por capilaridad, se
introducen entre un hemocitémetro y un cubreobjetos. Para poder realizar el recuento
celular, el hemocitometro se coloca en un microscopio, donde se obtiene una imagen
similar a la del esquema de la Figura 2.8.
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Figura 2 8 Esquema del hemacitémetro

Se seleccionan al azar 3 de los 4 cuadros de las esquinas y se procede a realizar el
recuento celular segun el siguiente criterio: se cuentan todas las células que se
encuentran en el interior de los cuadros sin superponerse a las lineas que delimitan sus
lados, y las células superpuestas en dos de estos lados de cada cuadro, por ejemplo los
lados superior e izquierdo. Cada uno de estos cuadros equivale a 1 pl de liquido, de
forma que se realiza la media del nimero de células contadas en los tres cuadros y asi se
obtiene la concentracion de células por microlitro.

Para realizar el sembrado en los insertos, se debe emplear una concentracion celular
de 25 células/ul. Esta mncentracién permite obtener una monocapa celular con una
confluencia adecuada y con el desarrollo de todas las proteinas transportadoras
caracteristicas de este cultivo a los 19-21 dias después de realizar la siembra (HU y cols.,
1994a; 1994b).
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De modo que si la concentracion obtenida en el recuento es mayor de 25 células/ pl,
se debe realizar una dilucién segun los siguientes calculos:

25

Vy, =—xz Ecuacién 2.25
X

Ve =Z- Vy Ecuacion 2.26

en la que V, es el volumen de la suspensién celular madre; x, la concentracion
celular de dicha suspensidn celular madre (media de los recuadros contados); 2z el
volumen final de la suspension (aproximadamente de unos 15 ml por plato); y V...
corresponde al volumen de medio de cultivo atemperado necesario para realizar la
dilucién celular.

Si la concentracion celular obtenida en el recuento es menor de la que se desea
conseguir, se procede a despegar mas células de otro frasco, se mezclan con la
suspension celular prevamente obtenida y se realiza un nuevo recuento.

Una vez obtenida la suspensién celular a sembrar, se saca el plato de la estufa y se
aspira el liguido remanente de ambas camaras. A continuacion se afiaden 3 ml de medio
de cultivo atemperado en la camara lasolateral, y en la camara apical 2 ml de la
suspension celular de concentracién 25 células/pl. Se cierra el plato y se deja en la estufa
de incubacion.

Al dia siguiente al sembrado debe cambiarse el medio de cultivo del plato para
eliminar las células que hayan podido morir durante este proceso. A partir de este
momento, el medio de cultivo se cambia en dias alternos.
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El cambio de medio se realiza en la camara de flujo laminar. Con ayuda de una pipeta
Pasteur se aspira el medio de cultivo remanente en ambas camaras, y se sustituye por
medio nuevo atemperado.

2.4.3.3.3.3 Ensayo de permeabilidad

El dia previo al de la realizacion del ensayo se cambié el medio de cultivo del plato
para eliminar restos del metabolismo celular y deméas contaminantes que pudieran existir.
Este ensayo debe realizarse entre los dias 19 y 21 a partir del sembrado, ambos
incluidos, ya que si se realiza antes del dia 19, se considera que la monocapa no ha
alcanzado la confluencia adecuada; y después del dia 21, se manifiestan fenémenos de
envejecimiento celular y en el inserto no existe espacio suficiente para un correcto
desarrollo de las células.

El experimento se llevo a cabo fuera de la camara de flujo, ya que una vez acabado
éste, las células se desechan, de manera que no son necesarias medidas de seguridad
para evitar una posible contaminacion.

2.4.3.3.3.4 Comprobacioén de la monocapa

La integridad de la monocapa celular se estudi®é con un micropolimetro (Millicell-
ERS®). Para ello, se comparé la medida de la resistencia eléctrica de cada inserto con la
resistencia eléctrica de un inserto sin crecimiento celular alguno (HUNTER y cols., 1991).

Antes de proceder a la determinacion de la resistencia eléctrica, las células se lavan
dos veces con una solucion atemperada de HBSS sin HEPES, y una tercera vez con una
soluciéon de HBSS con HEPES. La medida de la resistencia eléctrica se realiza con este
ultimo tampon.

En otro plato se coloca un inserto sin crecimiento, que se utiliza como blanco y en el
que sélo se adiciona la solucion atemperada de HBSS con HEPES. Para ajustar el
micropolimetro, los electrodos se colocan: uno en la cdmara apical y el otro en la camara
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basolateral y se ajusta el voltaje a cero. A continuacién, se mide la resistencia de este
inserto en tres puntos diferentes (Figura 2.9). Posteriormente, se mide la resistencia en
todos los insertos sembrados en los tres puntos. Esta resistencia tiene que ser, como
minimo, 100 unidades mayor que la resistencia obtenida para el blanco, para poder
considerar que la monocapa esta integra (NALDA-MOLINA, 2003).

Xl ~ L Xl

X3

Figu ra 2.9 Esquema de la medida de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER).

Tras comprobar la integridad de la monocapa, el plato con los insertos sembrados se
introduce durante una hora en la estufa ce incubacién, con el fin de que las células
eliminen cualquier residuo de suero y iones para que éstos no interfieran en el ensayo.
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2.4.3.3.4 Protocolo experimental

Para analizar

los efectos del

caprato sédico sobre la permeabilidad del *C-

acamprosato y el '*C-manitol a través de una monocapa de células Caco-2, se
establecieron los grupos de ensayo que se resumen en el siguiente Cuadro:

Grupo n Sentido Pre-expo.sicién Perfusato (150 min)
(40min)
1 —

K-0 4 AP-BL - ¥C-manitol 8.2 mM
K-1 4 AP-BL - 4C-manitol 8.2 nM + Caprato sodico 13 mM
K-2 4 AP-BL - 14C-manitol 8.2 nM + Caprato sodico 16 mM
K-3 4 AP-BL C-10 16 mM 1C-manitol 8.2 MM + Caprato sodico 16 mM
L-O0 6 AP-BL - 14Cc-acamprosato 4.9 mM

L-00 4 BL-AP - 14c-acamprosato 4.9 mM
L-1 5 AP-BL - 14c_acamprosato 4.9 mM+ Caprato sodico 13mM
L-2 4 AP-BL - 14c_acamprosato 4.9 mM+ Caprato sodico 16mM
L-3 4 AP-BL C-10 16 mM 14c_acamprosato 4.9 MM+ Caprato sodico 16mM

Cuadro 2.7 bisefio experimental empleado en los ensayos correspondientes al estudio de la
promoacion de la permeabilidad del **C-acamprosato y “C-manitol sobre una monocapa de células Caco-2.

En todos los experimentos se utilizaron platos de 6 pocillos. La cdAmara en la que se
introduce el farmaco actla como compartimento dador, y la camara en la que
Unicamente se adiciona la solucion de HBSS, actlla como compartimento receptor. En
todos los ensayos se administra 2 ml de la solucién de farmaco en el compartimento
dador y 3 ml de la solucién de HBSS con HEPES en la camara basolateral.
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El plato se introduce en un incubador con sistema de giro circular a 50 r.p.m., y una
temperatura de 37°C, que permite simular las condiciones fisioldgicas tanto de motilidad
como de temperatura.

A tiempo cero se toma una muestra de los compartimentos dadores para conocer su
concentracion inicial. Las siguientes tomas de muestras se realizan en el compartimento
receptor, reponiendo el volumen de muestra tomado por el mismo volumen de la
solucién de HBSS con HEPES. Cada una de las muestras se deposité en tubo tipo
Eppendorf. En todos los ensayos, el volumen de las muestras recogidas fue de 200 m y
los tiempos de toma de muestra fueron: 0, 30, 60, 90, 120 y 150 minutos.

2.4.3.3.5 Tratamiento analitico y valoracion de las muestras

Para la cuantificacién de los niveles de_*C-acamprosato y *C-manitol en HBSS, se
empled la medida de la radiactividad mediante un contador de centelleo en fase liquida.
El equipo de valoracién y el liquido de centelleo empleado coinciden con los descritos en
el Epigrafe 2.3.2.4. Las rectas de calibracién preparadas para la cuantificacion de ambos
analitos, asi como la preparacién de las muestras se describen en detalle en los

siguientes Epigrafes.
2.4.3.3.5.1 Rectas de calibraciéon. Evaluaciéon de la precisiéon y exactitud del
método analitico

Para el célculo de la exactitud y precisién del método de valoracién, se prepararon
una serie de disoluciones patrén de *C-acamprosato y *C-manitol en HBSS tal y como se

resumen en el Cuadro 2.8.
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4 C-acamprosato C-manitol

Conc. Vol. leido A+ Conc. Vol. leido A+

nCi/ml | nCi nCi/ml | nCi
44 150 6.60 4.40 150 0.666
22 150 3.30 2.20 150 0.330
4.4 150 0.66 1.10 150 0.65
2.2 150 0.33 0.44 150 0.066
1.1 150 0.16 0.22 150 0.033
0.11 150 0.015

Cuadro 2.8 Resumen de la composicién de cada uno de las disoluciones patrén de **C-acamprosato
y *C-manitol preparados en HBSS. Se indica la actividad de cada uno de los patrones preparados, expresada
en nCi/ml, el volumen de solucion patrén que se cuantificd, expresado en pl, y en la Ultima columna se indica la
actividad tedrica (Ar), expresada en nanocurios, presente en cada uno de las soluciones patron.

Para la evaluacién de la exactitud y la precision del método analitico utilizado, se
prepararon 3 rectas de calibracién con cinco y seis patrones distintos de * C-acamprosato
y de ¥ C-manitol en HBSS, respectivamente. Cada patrén se valoré por triplicado como si
se tratase de una muestra de actividad desconocida. Los valores de actividad calculados
para cada patrén se obtuvieron interpolando en las rectas de calibracion preparadas. Se
promediaron los valores de actividad calculados para cada patrén y se determind el
coeficiente de variacion. La desviacién del valor medio respecto del tedrico es indicativa
de la exactitud, mientras que el coeficiente de variacion lo es de la precision.

2.4.3.3.5.2 Preparacion de las muestras

Todas las muestras se traspasaron a unos viales de centelleo para su cuantificacion.

Todos los viales contenian 3 ml de liquido de @ntelleo y 150 ni de las muestras
recogidas.
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Los viales asi preparados, se sometieron a una ligera agitacion manual, concluida la
cual se procedi6 a su lectura. En todas las cuantificaciones realizadas cada vial se valoré
por triplicado.

2.4.3.3.6 Calculo del coeficiente de permeabilidad

La valoracion de las muestras obtenidas a lo largo del ensayo permitié construir
representaciones de la cantidad acumulada de farmaco en el compartimento receptor
frente al tiempo. La pendiente de la recta obtenida al representar las cantidades
acumuladas en el compartimento receptor frente al tiempo, permite conocer la
permeabilidad efectiva de este modelo in vitro, ya que:

b

P, =
< SIA

Ecuacion 2.27

en la que b es la pendiente de la recta, S la superficie ocupada por la monocapa
celular, y A la concentracion de farmaco en el compartimento dador.

El coeficiente de permeabilidad puede determinarse en ambos sentidos, de manera
gue se obtiene la permeabilidad en el sentido apical-basolateral ( Pab), y la permeabilidad
en el sentido contrario (P,,). El cociente entre ambas permeabilidades (I ) proporciona
informacion sobre el mecanismo de transporte implicado en el proceso:

Ecuacion 2.28

» SirTi, Pba @ Pab, se considera que el farmaco se transporta Unicamente
por difusién pasiva.
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> Sir>1, B,>P,, el farmaco atraviesa la membrana a mayor velocidad
en el sentido basolateral-apical que en el sentido opuesto. Si se supone
que el recorrido difusional es el mismo, puede deducirse la existencia de
un transportador que funciona con o sin aporte energético y que actla en

sentido basolateral-apical.

> Sir<i, B,<P,, se puede suponer la existencia de un transportador en
el sentido apical-basolateral.

El calculo de la desviacion estandar del cociente P,,/P, se ha llevado a cabo
mediante el método Delta (TANNER, 1992). La ecuacion aplicada es la siguiente:

Ecuacion 2.29

en la que B, y P, son los valores medios de permeabilidad en el sentido
basolateral-apical y apical-basolateral, respectivamente, y | se calcula mediante la
Ecuacion 2.30.

.2

10,

e— ol
Poa = +C
&

: e
Pba

Pab

-0

Ecuacion 2.30

fDOvO%_

Q

en la que d.ep— y d.eP— son las desviaciones estandar de las permeabilidades
ba ab

basolateral-apical y apical-basolateral media, respectivamente.
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2.5 METODOS MATEMATICOS Y ESTADISTICOS

2.5.1 Programas utilizados en el analisis de regresion

Para determinar los parametros de las rectas de calibracién, de las cinéticas de
reabsorcion de agua y los coeficientes de permeabilidad efectivos (Pef) en los ensayos in
vitro, se ha empleado el analisis de regresidn lineal por minimos cuadrados (SAUNDERS y
TRAPP, 1994). El programa informatico utilizado es el SPSS 10.0. Este mismo programa
informatico se ha utilizado para realizar la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov
y las pruebas paramétricas de comparacion de medias descritas en el Epigrafe 2.5.4.

Para ajustar las ecuaciones representativas de los modelos farmacocinéticos a los
pares de valores concentracion plasmatica-tiempo tras la administracién intravenosa
rapida u oral, se ha utilizado un programa informatico de regresién no lineal, Sigmaplot
4.0. La reducciéon al minimo de la suma de cuadrados de los residuales, se realiza
utilizando el algoritmo de Marquadt-Levenberg. Los ajustados se han llevado a cabo
utilizando como factor de ponderacién w =1/Y?, expresion en la que Y representa los
valores experimentales de concentracién plasmatica. Adicionalmente y con ayuda de este
mismo programa se han determinado los parametros de las cinéticas de absorcién del
acamprosato en los ensayos in situ para las distintas condiciones de ensayo.

2.5.2 Criterios de calidad de los ajustados

Como criterios de bondad de los ajustados se emplearon los pardmetros que se
describen a continuacion:
A) Coeficiente de determinacion (r*)

El criterio estadistico establecido para determinar la bondad de los ajustados
lineales es el coeficiente de determinacion, r2.
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Para los ajustados no lineales se ha utilizado el coeficiente de determinacion de la
correlacion lineal entre los valores tedricos predichos por el modelo y los observados
experimentalmente.

En ambos casos, cuanto mas se aproxima el valor de r? a la unidad tanto mas
fiable es el resultado (BALANT y GARRET, 1983).
B) Error estandar de los parametros
Mediante los programas de ajuste de datos antes mencionados se obtienen los
parametros de las ecuaciones utilizadas, acompafiados de sus errores estandar.
C) Suma de cuadrados
La suma de cuadrados (SC ) se utiliza para juzgar la calidad de los ajustados no
lineales. Este parametro estadistico equivale al sumatorio de los cuadrados de las

diferencias entre los valores experimentales y los valores predichos por la ecuacion
obtenida tras el ajustado.

SC=§ w Xy, - y,)? Ecuaci6n 2.31

en la que w; representa el factor de ponderacion empleado, y; representa los valores
experimentales e "y; los valores predichos por el modelo.
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D) Coeficiente de variacion de los pardmetros

El coeficiente de variacion (CV ) de un parametro es la desviacién estandar (d.e),
expresada como porcentaje respecto al valor medio del pardmetro estudiado (" x ), como
se describe a continuacion:

CV(%) = dTe X100 Ecuacion 2.32
X

2.5.3 Criterios de seleccion de modelo

Para la seleccion del modelo farmacocinético que mejor describe la evolucion
temporal de los pares de valores concentracién plasmatica-tiempo, se han empleado los
criterios que se indican a continuacion:

1) Ensayo AIC

El criterio de informacion de Akaike (AKAIKE, 1986) se basa en el célculo del
parametro AIC a partir de la expresion siguiente:

AIC =N:Insc+2p Ecuacion 2.33

En esta ecuacién, N es el nimero de pares de valores (nimero de datos
experimentales), P el nimero de parametros del modelo evaluado y SC; la suma de
cuadrados. Un menor valor de AIC es indicativo de un mejor ajustado.
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En general este criterio favorece d modelo mas sencillo que se compara ya que, a
mayor complejidad de la ecuacién considerada, mayor nimero de parametros y por lo
tanto, Gnicamente un valor mucho menor de la suma de cuadrados haria mas probable el
modelo mas complejo.

2) Prueba F de Snedecor

El criterio F de Snedecor se basa en determinar la probabilidad que existe de que la
causa de la obtencion de mejores resultados con los modelos mas complejos sea el azar,
es decir, conocer la probabilidad de que la mejora producida en la suma de cuadrados
sea debida al azar. Se utiliza para la comparacion de dos modelos y se calcula mediante
la expresion:

zscl' SCzV dz

F
SCz dl'dz

Ecuacién 2.34

en la que SC; corresponde a la suma de cuadrados de los residuales del modelo con
menor numero de parametros y d, los grados de libertad del mismo, calculados mediante
la diferencia entre el nUmero de puntos experimentales y el nimero de parametros que
definen el modelo. Los valores $2 y @& son los correspondientes al modelo mas
complejo.

Para comparar las sumas de cuadrados correspondientes a los ajustados a dos
modelos es necesario que el factor de ponderacion utilizado en ambos casos sea el
mismo.

El valor F obtenido se compara con el valor F critico para un nivel de significacién del
5%. Si el nivel de significacidn de F es mayor de 0.05 se considera que la diferencia entre
el modelo mas complejo y el mas sencillo no es significativa y se acepta este Ultimo
(BOXENBAUM vy cols., 1974; IMBIMBO y cols., 1991).
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2.5.4 Pruebas de comparacion de medias

En el presente trabajo se han empleado distintas pruebas paramétricas de
comparacion de medias de los diferentes grupos de observaciones, fijando un nivel de
confianza del 95% de modo que existen diferencias significativas cuando el valor &
probabilidad P es menor del 5%.

Las condiciones que deben cumplirse para poder aplicar este tipo de pruebas
paramétricas son distribuciéon normal, homogeneidad de varianzas e independencia de las
observaciones (SAUNDERS y TRAPP, 1994).

Por tanto, como paso previo al analisis comparativo, se ha realizado un ensayo de
homogeneidad de varianzas, mediante la prueba de Levene. Si las medias proceden de
muestras que siguen la ley normal y se demuestra la condicién de homocedasticidad
(P>0.05), las pruebas se aplican con todo rigor. En concreto se utilizaron:

a) Andlisis de varianza (ANOVA) de una via: se utilizé para establecer la existencia o
no de diferencias significativas entre los distintos grupos de datos, debido a la
existencia de un factor de variacion.

b) Pruebas de comparacién mdltiple: prueba de Tukey. Esta prueba permite la
comparacion entre combinaciones de grupos tras detectarse la existencia de
diferencias estadisticamente significativas mediante el analisis de varianza de una
via.






3. RESULTADOS

3.1 EVALUACION DE LAS TECNICAS ANALITICAS

3.1.1 Determinacién de acamprosato

En la Figura 3.1 se representa, a modo de ejemplo, una recta de calibracién
obtenida tras la valoracion mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) de

distintas soluciones patrén de acamprosato en agua.
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Figura 3.1 Representacion gréfica de las areas obtenidas en la lectura de los patrones preparados,

frente a la concentracion de acamprosato (C), expresada en ng/ml, de los diversos patrones preparados en
agua. La recta trazada se obtuvo por regresion lineal de los puntos experimentales, pudiéndose observar una
excelente linealidad del método analitico. La ecuacion de ajuste a estos puntos es la siguiente:

Area =330.5+496.3C  (r>0.999)
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Los datos de exactitud y precision intraensayo, obtenidos con las diferentes
disoluciones patrén ensayadas quedan reflejadas en el Cuadro 3.1.

Cy Cc d.e. C.V. (9%0) n % desviacion
100 98.63 3.11 3.16 9 -1.37
200 199.37 4.16 2.09 9 -0.31
400 394.99 24.92 6.31 9 -1.25
600 601.96 25.04 4.16 9 0.33
800 795.89 41.94 5.27 9 -0.51

Cuadro 3.1 Ensayo de exactitud y precision intraensayo del método de valoracion de acamprosato
en agua mediante HPLC. En la primera columna se representa la concentracion teérica de acamprosato
presente en los patrones empleados para llevar a cabo el ensayo Cr), expresada en ng/ml. En la siguiente
columna se indican los valores promedios de concentracién de acamprosato (Cc), en ng/ml, calculados para un
numero de determinaciones igual a n, siendo d.e. la desviacion estandar y C.V. el coeficiente de variacion o
desviacion porcentual. En la Gltima columna, se resefia la diferencia entre la concentracion tedrica y la
concentracion calculada de acamprosato en forma de porcentaje (% desviacion)
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3.1.2 Determinacién de *C-acamprosato
a) Determinacion de **C-acamprosato en plasma
En la Figura 3.2 se representa, a modo de ejemplo, una recta de calibracién

obtenida tras la valoracion mediante contaje de centelleo en fase liquida de distintas

soluciones patrén de **C-acamprosato en plasma .
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Figura 3.2 Representacion grafica de las Cpm obtenidas en la lectura de las soluciones patrén de “C-
acamprosato preparados en plasma patrones, frente a la actividad teérica (Ar), expresada en nanocurios (nCi)
en una de las rectas de calibrado. La recta trazada se obtuvo por regresion lineal de los puntos experimentales,
pudiéndose observar la excelente linealidad del método analitico. La ecuacion de la recta de regresion es:

Cpm = -67.57 + 2118.14-Ar (r > 0.999)
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Los datos de exactitud y precisién intraensayo, obtenidos con las diferentes
disoluciones patrén ensayadas quedan reflejados en el Cuadro 3.2.

At Ac d.e. C.V (%0). n % desviacion
[———

20 19.63 0.54 2.75 9 -1.85

16 15.66 0.90 5.74 9 -2.12

10 9.95 0.42 4.22 9 -0.5

2 1.96 0.14 7.14 9 -2

0.2 0.20 0.006 3.18 9 0

Cuadro 3.2 Ensayo de exactitud y precision mtraensayo del método de valoracion de *C-
acamprosato en plasma por contaje de centelleo en fase liquida. En la columna encabezada por A, se
representa la actividad tedrica de acamprosato presente en los patrones empleados para llevar a cabo el
ensayo, expresado en nCi. En la columna correspondiente a A, se indican los valores promedios de actividad de
acamprosato, en nCi, calculados para un nimero de determinaciones igual a n, siendo d.e. la desviacion
estandar yC.V. el coeficiente de variacion o desviacion porcentual. En la Gltima columna, se resefia la diferencia
entre Aty Acen forma de porcentaje (%_desviacién)
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b) Determinacion de *C-acamprosato en agua

En la Figura 3.3 se muestra una de las rectas de calibracion obtenida tras la
valoracién mediante contaje de centelleo en fase liquida de distintas soluciones patrén de

14c-acamprosato en agua
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Figura 3.3 Representacion gréfica de las Cpm obtenidas en la lectura de los patrones de **C-
acamprosato preparados en agua, frente a la actividad tedrica (Ar), expresada en nanocurios, en una de las
rectas de calibrado. La recta trazada se obtuvo por regresion lineal de los puntos experimentales, pudiéndose
observar la excelente linealidad del método analitico. La ecuacion de la recta de regresion es:

Cpm = 59.7+ 2209.5 Ar (r > 0.999)
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intraensayo, obtenidos con las diferentes

disoluciones patrén ensayadas quedan reflejados en el Cuadro 3.3.

At Ac d.e. C.V (%0). n % desviacion
[———
200 197.38 3.07 1.56 9 -1.31
160 154.44 3.98 2.58 9 -3.47
100 101.63 0.98 0.97 9 1.63
20 19.99 0.75 3.77 9 -0.05
2 1.98 0.08 4.19 9 -1.00

Cuadro 3.3 Ensayo de exactitud y precision intraensayo del método de valoracion de *C-
acamprosato en agua por contaje de centelleo en fase liquida. En la columna encabezada por A1, se
representa la actividad tedrica de acamprosato presente en los patrones empleados para llevar a cabo el
ensayo, expresado en nCi. En la columna correspondiente a A, se indican los valores promedios de actividad de
acamprosato, en nCi, calculados para un numero de determinaciones igual a n, siendo d.e. la desviacion
estandar yC.V. el coeficiente de variacion o desviacion porcentual. En la Ultima columna, se resefia la diferencia

entre Aty Acen forma de porcentaje (%_desviacién)
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c) Determinacion de **C-acamprosato en liquido de lavado (ensayos in situ)
En la Figura 3.4 se muestra una de las rectas de calibracion obtenida tras la

valoracién mediante contaje de centelleo en fase liquida de distintas soluciones patrén de
14c-acamprosato preparadas en liquido de lavado
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Figura 3.4 Representacion grafica de las Cpm obtenidas en la lectura de los patrones de 4C-
acamprosato preparados en liquido de lavado (L.L.), frente a la actividad tedrica (Ar), expresada en
nanocurios, en una de las rectas de calibrado. La recta trazada se obtuvo por regresion lineal de los puntos
experimentales, pudiéndose observar la excelente linealidad del método analitico. La ecuacién de la recta de
regresion es:

Cpm = 93.7 + 2090.2: At (r > 0.999)



Los datos de exactitud y precision

intraensayo,
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obtenidos con las diferentes

disoluciones patrén ensayadas quedan reflejados en el Cuadro 3.4.

Ar(nCi) Ac(nCi) d.e. C.V (20). n 9% desviacion
T ——
180 182.56 1.79 0.98 9 1.42
160 163.96 6.64 4.05 9 2.47
140 140.10 2.13 1.52 9 0.07
100 101.87 3.30 3.24 9 1.87
60 57.41 3.20 5.58 9 -4.31
Cuadro 34 Ensayo de exactitud y precision intraensayo del método de valoracion de **C-

acamprosato en liquido de lavado (L.L.) por contaje de centelleo en fase liquida. En la columna
encabezada por Ar , se representa la actividad tedrica de acamprosato presente en los patrones empleados
para llevar a cabo el ensayo, expresado en nCi. En la columna correspondiente a A, se indican los valores
promedios de actividad de acamprosato, en nCi, calculados para un nimero de determinaciones igual a n,
siendo d.e. la desviacion estandar y C.V. el coeficiente de variacion o desviacion porcentual. En la dltima
columna, se resefa la diferencia entre Aty Acen forma de porcentaje (%_desviacion)
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d) Determinacion de **C-acamprosato en HBSS

En la Figura 3.5 se representa, a modo de ejemplo, una de las rectas de calibracién
obtenida tras la valoracion mediante contaje de centelleo en fase liquida de las distintas
soluciones patrén de **C-acamprosato preparadas en HBSS.
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Figura 3.5 Representacion gréfica de las Cpm obtenidas en la lectura de los patrones preparados,
frente a la actividad tedrica (At), expresada en nanocurios, de los diversos patrones de *C-acamprosato
preparados en HBSS en una de las rectas de calibrado. La recta trazada se obtuvo por regresion lineal de los

puntos experimentales, pudiéndose observar una excelente linealidad de la correlacion. La ecuacion de la recta
de regresion es:

Cpm = 81.1 + 2156 Ar (r > 0.999)
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intraensayo, obtenidos con las diferentes
disoluciones patrén ensayadas quedan reflejados en el Cuadro 3.5.

Ar Ac de. CV(%). n 9o desviacion
_———————

6.60 6.49 0.29 4.61 9 -1.66

3.30 3.35 0.10 3.18 9 1.51

0.66 0.70 0.02 2.70 9 6.06

0.33 0.31 0.02 6.31 9 -6.06

0.16 0.16 0.01 7.15 9 0.00

Cuadro 3.5 Ensayo de exactitud y precisién intraensayo del método de valoracién de *C-
acamprosato en HBSS por contaje de centelleo en fase liquida. En la columna encabezada por Ar , se
representa la actividad tedrica de acamprosato presente en los patrones empleados para llevar a cabo el
ensayo, expresado en nCi. En la columna correspondiente a A, se indican los valores promedios de actividad de
acamprosato, en nCi calculados para un nimero de determinaciones igual a n, siendo d.e la desviacion
estandar yC.V. el coeficiente de variacion o desviacion porcentual. En la tltima columna, se resefia la diferencia

entre Aty Acen forma de porcentaje (%_desviacion).
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3.1.3 Determinacion de inulina

La determinacion de inulina tanto en orina como en plasma, es un método validado
con anterioridad por nuestro grupo investigador (GRANERO vy cols., 1993), por lo cual, no
se han realizado los correspondientes ensayos de precisién y exactitud. Sin embargo, se
prepararon las correspondientes rectas patrén, tanto en agua como en plasma, para
determinar las concentraciones de inulina en las muestras problema.

En las Figuras 3.6 y 3.7 se representan, dos ejemplos correspondientes a dos rectas
de calibracion obtenidas a partir de la medida de la absorbancia de las distintas
soluciones patron de inulina preparadas en agua y en plasma respectivamente.
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Figu ra 3.6 Representacion grafica de la absorbancia obtenida, frente a la concentracion de inulina (C),

expresada en ng/ml, de los diversos patrones de inulina preparados en agua en una de las rectas de
calibrado. La recta trazada se obtuvo por regresion lineal de los puntos experimentales, pudiéndose observar
una excelente linealidad del método analitico. La ecuacion de la recta de regresion es:

Absorbancia = 0.0065+ 0.0062-C (r > 0.999)
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Figu ra 3.7 Representacion grafica de la absorbancia obtenida, frente a la concentracion de inulina (C),

expresada en ng/ml, de los diversos patrones de inulina preparados en plasma en una de las rectas de
calibrado. La recta trazada se obtuvo por regresion lineal de los puntos experimentales, pudiéndose observar

una excelente linealidad del método analitico. La ecuacion de la recta de regresion es:

Absorbancia = -0.0027+ 0.0032.-C (r>0.998)



156 Resultados

3.1.4 Determinacion de *C-manitol

En la Figura 3.8 se representa una de las rectas de calibracion obtenida mediante
contaje de centelleo en fase liquida de las soluciones patrén de **C-manitol preparadas
en HBSS
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Flgura 3.8 Representacion grafica de las Cpm obtenidas en la lectura de los patrones preparados,
frente a la actividad teérica (Ar), expresada en nanocurios, de los diversos patrones de **C-manitol
preparados en HBSS en una de las rectas de calibrado. La recta trazada se obtuvo por regresion lineal de los
puntos experimentales, pudiéndose observar una excelente linealidad del método analitico. La ecuacién de la
recta de regresion es:

Cpm = -10.6 + 2293.8- At (r > 0.999)
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intraensayo, obtenidos con las diferentes

disoluciones patron ensayadas quedan reflejados en el Cuadro 3.6.

At Ac d.e. C.V (90). n %0 desviacion
0.660 0.643 0.017 2.70 9 -2.57
0.330 0.319 0.015 4.76 9 -3.33
0.165 0.152 0.008 4.99 9 -7.87
0.066 0.069 0.004 5.61 9 4.54
0.033 0.031 0.002 6.72 9 -6.06
0.016 0.017 0.001 5.89 9 6.25

Cuadro 3.6 Ensayo de exactitud y precisién intraensayo del método de valoracién de **C-manitol en
HBSS por contaje de centelleo en fase liquida. En la columna encabezada por Ar , se representa la actividad
tedrica de acamprosato presente en los patrones empleados para llevar a cabo el ensayo, expresada en nCi. En
la columna correspondiente a A, se indican los valores promedios de actividad de acamprosato, en nCj
calculados para un nimero de determinaciones igual a n, siendo d.e la desviacién estandar y C.V. el coeficiente
de variacion o desviacion porcentual. En la Ultima columna, se resefia la diferencia entre Ary Ac en forma de

porcentaje (% desviacién).
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3.2 CARACTERIZACION DE LOS MECANISMOS DE
ELIMINACION DEL ACAMPROSATO

El estudio de los mecanismos implicados en la eliminacién del acamprosato se ha
abordado mediante cuatro tipos de experiencias, las cuales se han realizado en el
siguiente orden cronolégico:

- Determinacion de la fraccion inalterada de acamprosato en orina tras
administracion intravenosa rapida.

- Obtencion de las curvas de nivel plasmatico tras la administracion intravenosa
rapida de tres dosis de acamprosato.

- Estimacion de los aclaramientos total y renal del acamprosato en tres niveles
estacionarios diferentes.

- Estudio de los efectos del probenecid sobre la farmacocinética del acamprosato.



Resultados 159

3.2.1 Determinacion de la fraccion inalterada de acamprosato en
orina tras administracion intravenosa rapida

En el Cuadro 3.7 se muestran los valores de porcentaje de dosis de acamprosato
administrado que se ha eliminado de forma inalterada por via renal tras la administracion
intravenosa de 22 mg del farmaco, durante los periodos de recogida establecidos, tal y
como se indica en el Epigrafe 2.3.1.3. A tenor de los resultados obtenidos se puede
observar que la practica totalidad de la dosis administrada, 95.0 £ 13.9 %, se recogi6 en
la orina de los animales tratados durante las seis primeras horas tras su administracion.
Adicionalmente, también se puede apreciar la elevada velocidad del proceso de
eliminacion del acamprosato puesto que durante las G-3 horas postadministracion se
recogi6 el 79.7 £ 17.1 % de la dosis de farmaco administrada y el 15.3 + 5.1 % restante
durante las tres horas posteriores.
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Parametro

Rata
1 2 3 4 )

6 7 8 Media + d.e.

U3(%)

U; (%)

U, (%)

755 59.0 73.1 614 875

156 229 9.7 20.6 11.8

91.1 819 828 82.0 993

95.3 76.5 109.7 79.7£17.1

17.2 16.0 8.2 15.3+5.1

1125 924 1180 95.0+13.9

Cuadro 3.7 Porcentajes, individuales y promedios, de dosis de acamprosato excretado de forma
inalterada en orina obtenidos experimentalmente tras la administracion, por via intravenosa, de una dosis de
22 mg de acamprosato, en soluciéon acuosa, a los animales del grupo A-1. Los periodos de recogida de

muestra fueron de 0-3 horas (U g )y 3-6 horas (Uf). Los porcentajes de dosis excretada se han corregido en

funcion de la proporcién de inulina recogida en cada uno de los intervalos experimentales. Junto a los valores
promedio se indica la correspondiente desviacién estandar (d.e.).
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3.2.2Curvas de nivel plasmatico tras la administracion
intravenosa rapida de tres dosis de acamprosato

3.2.2.1 Niveles plasmaéticos

Los niveles plasmaticos de acamprosato obtenidos a los correspondientes
tiempos de muestreo, en los animales de los grupos B-1, B-2,y B-3 se agrupan en los
Cuadros 3.8 a 3.10.

Junto con los valores individuales, se relacionan los valores promedio cuya

representacion gréfica se ilustra en las Figuras 3.9 a 3.11.
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RATA
Tiempo 1 2 3 4 5 Media + d.e.
_—_
2 28.19 23.21 24.26 30.14 33.12 28.08 + 3.75
5 18.91 17.23 16.63 21.27 21.17 19.53+2.27
10 12.63 13.10 14.11 13.58 13.41 13.74+1.03
15 9.12 8.88 10.18 9.68 9.07 9.77+1.06
20 6.55 6.47 6.48 6.60 6.41 6.82 £0.79
40 2.29 1.70 1.69 2.52 2.35 2.33£0.63
60 0.89 0.85 0.70 0.97 0.86 0.91 £0.16
80 0.45 0.45 0.35 0.52 0.47 0.48 £0.10

Cuadro 3.8 Niveles plasmaticos individuales y promedios obtenidos experimentalmente tras la
administracion, por via intravenosa, de una dosis de 2.8 mg de acamprosato, en soluciéon acuosa, a los
animales del grupo B-1. Junto a los valores promedios de concentracion plasmatica para cada tiempo de
muestreo se indica la correspondiente desviacion estandar (d.e.). El tiempo se expresa en minutos y la

concentracion en ng/ml.



Resultados 163

100
s
L

= | S
E 10/
g .
c
he]
(&)
£ $
IS
Q
8 l - i
o
C .

0.1 T T T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Tiempo (min)

Flgura 3.9 curva de nivel plasmatico promedia obtenida tras la administracién, por via intravenosa,
de una dosis de 2.8 mg de acamprosato, en solucién acuosa, a los animales del grupo B-1. En trazo
continuo se han representado los niveles tedricos correspondientes al andlisis de regresion no lineal de los

datos plasméticos promedio.
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10

15

20

40

60

80

121.57

83.54

57.26

40.03

28.26

9.84

3.96

2.17

109.16

77.53

47.18

33.19

28.22

10.07

4.09

2.15

RATA

3 4
143.07 130.99
94.41 82.98
61.72 63.60
41.72 45.69
29.35 33.71
11.10  10.38
3.84 3.93
1.92 2.12

123.04

82.30

43.75

33.39

24.25

7.88

3.95

2.40

6

134.03

100.27

60.75

40.85

27.39

9.90

3.63

2.14

Media + d.e.

126.98 + 11.72

86.84 £ 8.61

55.71 £ 8.27

39.14 £ 4.93

28.53+3.08

9.86 +1.07

3.90 +£0.15

2.15+£0.15

Cuadro 3.9 Niveles plasmaticos individuales y promedios obtenidos experimentalmente tas la
administracion, por via intravenosa, de una dosis de 11 mg de acamprosato, en soluciéon acuosa, a los
animales del grupo B-2. Junto a los valores promedios de concentracion plasmatica para cada tiempo de
muestreo se indica la correspondiente desviacién estandar (d.e.). El tiempo se expresa en minutos y la
concentracion en ng/ml.
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Figura 3.10 curva de nivel plasmatico promedia obtenida tras la administracion, por via
intravenosa, de una dosis de 11 mg de acamprosato, en solucién acuosa, a los animales del grupo B-2.

En trazo continuo se ha representado los niveles tedricos obtenidos tras el andlisis de regresion no lineal de los
datos plasmaticos promedio.
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Tiempo

2

5

10

15

20

40

60

80

1

252.75

165.27

108.70

78.14

47.27

14.44

6.24

3.07

2

268.37

174.54

116.63

76.50

56.38

18.50

7.42

4.12

RATA

3 4
245.94 219.99
151.02 175.71
94.91 108.27
70.12  80.34
51.91 57.21
15.97 19.12
6.45 6.49
2.97 3.88

5

249.89

188.47

129.05

94.70

64.40

32.86

7.92

4.14

6

269.61

184.69

123.10

81.59

53.32

20.01

5.75

3.12

Media + d.e.

251.09 £18.11

173.28 £ 13.62

113.44 +12.16

80.23+£8.15

55.11£5.85

20.15 £ 6.56

6.71 £0.80

3.55 £0.55

Cuadro 3.10 Niveles plasmaticos individuales y promedios obtenidos experimentalmente tras la

administracion, por via intravenosa, de una dosis de 22 mg de acamprosato, en solucion acuosa, a los

animales del grupo B-3. Junto a los valores promedios de concentracion plasmatica para cada tiempo de
muestreo se indica la correspondiente desviacién estandar (d.e.). El tiempo se expresa en minutos y la
concentracion en ng/ml.
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Figura 3.11 curva de nivel plasmético promedia obtenida tras la administracion, por via
intravenosa, de una dosis de 22 mg de acamprosato, en solucién acuosa, a los animales del grupo B-3.

En trazo continuo se han representado los niveles teéricos derivados del ajuste de regresién no lineal de los
datos plasmaticos promedio.
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En la Figura 3.12 (A) se representan las curvas de nivel plasmético promedio
correspondientes a las dosis de 2.8, 11 y 22 mg de acamprosato. En el apartado (B) se
representan los niveles plasmaticos promedio obtenidos en estos tres grupos
experimentales, en la que los valores correspondientes a los grupos B-2 y B-3 han sido
normalizados para la menor de las dosis ensayadas. Como se puede observar, los niveles
plasmaticos normalizados se superponen, hecho que sugiere la existencia de un
comportamiento lineal en la farmacocinética del acamprosato en el ambito de dosis
ensayadas.
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Figura 3.12 (A) curvas de nivel plasmético promedias obtenidas para los grupos B-1, B-2 y B-3
tras la administracion de una dosis de 2.8 (trazo verde), 11 (trazo rojo) y 22 (trazo azul) mg de
acamprosato respectivamente. En trazo continuo se han representado los niveles tedricos derivados del
ajuste, mediante regresion no lineal, de la ecuacion correspondiente al modelo bicompartimental a los datos
plasméticos promedio. (B) Representacion grafica de los niveles plasméticos promedio obtenidos para los
grupos B-1, B-2 y B-3, donde los valores correspondientes a los grupos B-2 y B-3 han sido normalizados
para la menor de las dosis ensayadas. Los signos y colores asignados a cada grupo experimental coinciden con
los empleados en el apartado (A).
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3.2.2.2 Eleccién del modelo farmacocinético

En los Cuadros siguientes (Cuadros 3.11 a 3.13), aparecen a modo de resumen los
resultados obtenidos en la fase de seleccion del modelo farmacocinético para las curvas
promedio obtenidas tras la administracién intravenosa rapida de 2.8, 11y 22 mg de
acamprosato.

Todos los parametros empleados para la seleccion del modelo farmacocinético,
sefialan al modelo bicompartimental como el éptimo para la descripcién de los resultados
obtenidos.

Grupo B-1 (2.8 mg acamprosato)

Modelo r S.C. g.l. N°eparam. AIC F.calc F.teor p

Mc >0.9999  0.2426 6 2 -7.32
35.333  6.16  0.0020

Bc >0.9999  0.0130 4 4 -26.73

Cuadro 3.11 Resultado del ajuste de las ecuaciones representativas de los modelos estudiados ( -
Mc- Monocompartimental, -Bc- Bicompartimental) a los niveles plasmaticos promedio correspondientes a la
administracion de 2.8 mg de acamprosato por via intravenosa rapida (Grupo B-1). En el Cuadro se indica el
coeficiente de correlacion obtenido entre los valores de concentracién de farmaco experimentales y los
predichos por el modelo (r), la suma de cuadrados (s.c.), los grados de libertad (g.l.) y nimero de parametros
del modelo estudiado (N° param.), el valor de AIC, asi como los valores de F de Snedecor calculada, tedrica y
su correspondiente valor de probabilidad (p). Como factor de ponderacién se ha utilizado siempre el inverso de
la concentracion plasmatica al cuadrado.
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Grupo B-2 (11 mg acamprosato)

Modelo r s.c. g.l. N°Pparam. AlC F.calc F.teor p

Mc >0.9999  0.3067 6 2 -5.45
31.52 6.16 0.0025

Bc >0.9999 0.0183 4 4 -24.02

Cuadro 3.12 Resultado del ajuste de las ecuaciones representativas de los modelos estudiados ( -
Mc- Monocompartimental, -Bc- Bicompartimental) a los niveles plasmaticos promedio correspondientes a la
administracion de 11 mg de acamprosato por via intravenosa rapida (Grupo B-2). En el Cuadro se indica el
coeficiente de correlacién obtenido entre ¢s valores de concentracion de farmaco experimentales y los
predichos por el modelo (r), la suma de cuadrados (s.c.), los grados de libertad (g.l.) y nimero de parametros
del modelo estudiado (N°© param.), el valor de AIC, asi como los valores de F de Snedecor calculada, tedrica y
su correspondiente valor de probabilidad (p). Como factor de ponderacion se ha utilizado siempre el inverso de
la concentracién plasmatica al cuadrado.

Grupo B-3 (22 mg acamprosato)

Modelo r s.cC. g.l. N°eparam. AIC F.calc F.teor p

Mc >0.9999  0.2625 6 2 -6.69
13.26 6.16 0.0128

Bc >0.9999  0.0344 4 4 -19.12

Cuadro 3.13 Resultado del ajuste de las ecuaciones representativas de los modelos estudiados ( -
Mc- Monocompartimental, -Bc- Bicompartimental) a los niveles plasmaticos promedio correspondientes a la
administracion de 22 mg de acamprosato por via intravenosa rapida (Grupo B-3). En el Cuadro se indica el
coeficiente de correlacion obtenido entre los valores de concentracién de farmaco experimentales y los
predichos por el modelo (r), la suma de cuadrados (s.c.), los grados de libertad (g.l.) y nGmero de parametros
del modelo estudiado (N° param.), el valor de AIC, asi como los valores de F de Snedecor calculada, tedrica y
su correspondiente valor de probabilidad (p). Como factor de ponderacién se ha utilizado siempre el inverso de
la concentracién plasmatica al cuadrado.
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3.2.2.3 Parametros farmacocinéticos

En los Cuadros 3.14 a 3.19 se muestran los distintos parametros farmacocinéticos
individuales y promedios obtenidos para el acamprosato en los grupos experimentales B-
1, B-2 y B-3. Cada valor promedio va acompafiado de su correspondiente desviacion
estandar (d.e.).

RATA

Parametro 1 2 3 4 5 Media + d.e.

Co(mg/m)  31.75 25.79 35.59 32.19 38.89 32.84 +4.88
A (mg/mh)  22.31 19.95 25.98 23.04 28.97 24.05 + 3.49
a (mn'  0.120 0.082 0.126 0.087 0.142 0.111 +0.029
B, (my/mi) 9.44 5.84 9.61 9.15 9.92 8.79+ 1.674

b (min%) 0.039 0.033 0.037 0.034 0.039 0.036 + 0.003
Kk, (min") 00217  0.0095  0.0256  0.0116  0.0306  0.0200 +0.0090
K, (min™) ~ 0.0630 00440  0.0611  0.0490  0.0651  0.0564 +0.0093

klo (min™t) 0.0741 0.0610 0.0764 0.0603 0.0847  0.0713 £ 0.0105

Cuadro 3.14 Pparametros farmacocinéticos individuales y promedios del acamprosato, calculados a
partir de los ajustados del modelo bicompartimental a los valores experimentales expuestos en el Cuadro 3.8,
correspondientes a la administracion intravenosa rapida de 2.8 mg del farmaco. Junto a los valores
promedio de cada pardmetro se indica la correspondiente desviacion estandar (d.e.).
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RATA
Parametro 1 2 3 4 5 Media + d.e.
¥
AUC)
441.64 401.87 476.04 544.17 475.10 467.76 +52.40
(rmg.min/ml)
Cl, (mi/min) 6.3 6.96 5.88 5.14 5.89 6.04 +0.67

Vd (m) 11871 13474 11377 10829 107.84  116.67 +11.04
tye (min) 17.77  21.00 18.73  20.38  17.77 19.13 + 1.49
MRT (min) 18.72  19.34  19.34  21.04  18.29 19.35 + 1.05

24
UO (%) 100.00 88.52 - 85.50 95.38 92.35+6.56

Cuadro 3.15 Parametros farmacocinéticos individuales y promedios del acamprosato, calculados a
partir de los valores experimentales expuestos en el Cuadro 3.8, correspondiente a la administracion
intravenosa de una dosis de 2.8 mg de acamprosato, en solucién acuosa, a los animales del grupo B-1.
Junto a los valores promedio se indica la correspondiente desviacion estandar (d.e.).
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Parametro 1 2 3 4 5 6 Media + d.e.

Co(rrg/ml) 136.76 134.64 172.09 14254 14495 160.71 148.62 +14.72
A) (my/ml) 108.80 85.91 115.70 94.63 119.90 133.60 109.76 *17.35
a (min™ 0.103 0.160 0.150 0.112 0.135 0.113 0.129 +0.023
BO (mg/ml) 27.96 48.73 56.39 4791 25.05 27.11 38.86 + 13.67
b (min) 0.032 0.040 0.043 0.040 0.030 0.032 0.036 +0.005
k12 (mnt) 0.0180 0.0398 0.0323 0.0180 0.0326 0.0203 0.0268 =+ 0.0093
k21(min‘1) 0.0467 0.0834 0.0780 0.0642 0.0481 0.0457 0.0610 +0.0168

klo(min'l) 0.0710 0.0767 0.0826 0.0690 0.0840 0.0790 0.0771 +=0.0061

Cuadro 3.16 Parametros farmacocinéticos individuales y promedios del acamprosato, calculados a
partir de los ajustados del modelo bicompartimental a los valores experimentales expuestos en el Cuadro 3.9,
correspondientes a la administracién intravenosa rapida de 11 mg del farmaco. Junto a los valores
promedio de cada pardmetro se indica la correspondiente desviacion estandar (d.e.)
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RATA
Parametro 1 2 3 4 5 6 Media + d.e.
¥
AUC;
. 1947.9 1792.3 2119.6 2110.0 1789.3 2064.2 1970.6 + 152.0
(rmg.min/ml)
Cl, (mi/min) 556 613 519 521 615 533 5.60 + 0.44

Vd(ss) (ml) 110.67 125.11 92.14 99.17 130.57 102.21 109.98 * 15.16
ty2 (min) 21.66 17.33 16.12 17.33 23.10 21.66 19.53 + 2.94

MRT (min) 19.59 20.38 17.15 19.02 21.24 19.18 19.43 #1.39

24
UO (%) 93.97 - 100.00 87.57 100.00 93.29 94.96 + 5.22

Cuadro 3.17 Parametros farmacocinéticos individuales y promedios del acamprosato, calculados a
partir de los valores experimentales expuestos en el Cuadro 3.9, correspondiente a la administracion

intravenosa de una dosis de 11 mg de acamprosato, en solucién acuosa, a los animales del grupo B-2.
Junto a los valores promedios de cada parametro se indica la correspondiente desviacién estandar (d.e.).
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Parametro 1 2 3 4 5 6 Media + d.e.

C,(mo/ml) 289.91 300.95 287.72 249.34 308.70 307.53 290.69 + 22.06
A (o/ml) 24380 24330 191.70 21020 135.90 24240 211.22 +42.70
a (mn® 0114 0.110 0.140 0.087 0.180 0.110  0.123 + 0.032
B,(mo/ml) 46.11 57.65 96.02 39.14 172.80 65.13  79.48 * 49.81
b min® 0034 0034 0043 0.032 0.048 0.039  0.038 +0.006
k., (minl) 00181 00184 00277 00082 0.0352 0.0155 0.0205 % 0.0095
K, (minl) 00466 0.0485 0.0753 0.0431 0.1218 0.0540 0.0649 % 0.0301

klo(min'l) 0.0827 0.0770 0.0798 0.0705 0.0708 0.0793 0.0767 #+0.0050

Cuadro 3.18 Parametros farmacocinéticos individuales y promedios del acamprosato, calculados a
partir del ajustado del modelo hicompartimental a los valores experimentales expuestos en el Cuadro 3.10,
correspondientes a la administracion intravenosa rapida de 22 mg del farmaco. Junto a los valores
promedio de cada parametro se indica la correspondiente desviacion estandar (d.e.)
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RATA
Parametro 1 2 3 4 5 6 Media + d.e.
¥
AUC)
3572.0 3974.2 3647.4 3751.9 4467.6 3979.3 3898.8 +324.73
(rmg.min/ml)

Cl, (m/min) 615 553 634 58 492 553 5.72 +0.51
Vd (m) 102.04 10349 107.66 117.39 97.21 94.66 103.74 +8.12

tu, (min)  20.38 20.38 16.12 21.66 14.44 17.77  18.46 +2.82
MRT (min) 16.57 18.69 16.96 20.02 19.74 17.12  18.18 + 150

24
UO (%) 100.00 100.00 100.00 97.73 - 97.65 99.08 + 1.27

Cuadro 3.19 Parametros farmacocinéticos individuales y promedios del acamprosato, calculados a
partir de los valores experimentales expuestos en el Cuadro 3.10, correspondiente a la administracion
intravenosa de una dosis de 22 mg de acamprosato, en solucion acuosa, a los animales del grupo B-3.
Junto a los valores promedios de cada parametro se indica la correspondiente desviacion estandar (d.e.).
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3.2.2.4 Analisis estadistico de los resultados

La comparacion estadistica de los principales pardmetros farmacocinéticos calculados
para los distintos grupos se resefian en los Cuadros 3.20 y 3.21.

Como se puede apreciar, la disposicion del acamprosato es lineal en el ambito de
dosis estudiadas. Los valores de AUCS‘ y de C, aumentan de forma lineal a medida
gue aumenta la dosis administrada (no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas en los valores normalizados en funcion de la dosis administrada).
Adicionalmente, también se puede apreciar que el Cl, medio determinado en cada uno
de los grupos de ensayo no presenté diferencias significativas.

La comparacion estadistica de las microconstantes tampoco revel6 ninguna diferencia
significativa entre ellas (Cuadro 3.21).

En el Cuadro 3.20 también se resumen los porcentajes medios de dosis de
acamprosato recogidos en la orina de los animales tratados. Como se puede apreciar,
independientemente de la dosis de acamprosato administrada, el valor de U0245iempre
se encuentra préximo al 100%.
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Grupo oy Vd o (mi) AUC, - Cl Ug* (%)
(my.min/ml) ~ (Ml/min)
B-1 19.13+1.49 116.67 +11.04 467.76 £52.40 6.04 +0.67 92.35+6.56
B-2 19.53+2.94 109.98 £15.16 501.61+38.70 5.60 +£0.44 94.96 +5.22
B-3 18.46 + 2.82 103.74 £8.12 496.21+41.33 5.72+0.51 99.08 +1.27
Signif. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Cuadro 3.20 Resultados del ANOVA realizado sobre los principales parametros farmacocinéticos del

acamprosato en la rata. (*) Los valores de AU CS‘ correspondientes a los grupos B-2 y B-3 han sido

normalizados para la menor de las dosis ensayadas.

Grupo  Cy(mg/m)” K, (min*) K,, (min) Ko (min) MRT (min)
B-1  32.84+4.88 0.0200+0.0090 0.0564+0.0093 0.0713+0.0105  19.35+ 1.05
B-2  37.83+3.75 0.0268+0.0093 0.0610+0.0168 0.0771+0.0061  19.43 +1.39
B-3  37.00+281 0.0205%0.0095 0.0649 +0.0301 0.0767+0.0050 1818 +1.50

Signif. ns. n.s. n.s. ns. n.s.

Cuadro 3.21 Resultados del ANOVA realizado sobre los valores obtenidos de C,, MRT vy las

microconstantes en la rata. (*) Los valores de C(J correspondientes alos grupos B-2 y B-3 han sido

normalizados para la menor de las dosis ensayadas.
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3.2.3 Estimacién de los aclaramientos total y renal del
acamprosato en estado estacionario

3.2.3.1 Parametros farmacocinéticos

En los Cuadros 3.22 a 3.24 se muestran los distintos parametros farmacocinéticos
individuales y promedios obtenidos para el acamprosato tras la perfusién endovenosa del
farmaco a las velocidades de 2.6, 132.5 y 530 ng/min respectivamente. El valor promedio
va acompafiado de su desviacion estandar (d.e.).

Acamprosato 2.6 ng/min

1 2 3 4 5 6 Media + d.e.
Ces (/ml) | 052 052 056 0.61 051 0.61 0.56 + 0.05

Cly (ml/min) 4.55 4.99 4.67 4.51 5.06 3.87 4.60 + 0.42
Cl¢ (ml/min) 5.07 5.12 4.69 4.34 5.15 4.31 4.78 + 0.38
GFR (ml/min) | 2.81 2.80 2.63 2.38 2.77 2.55 2.66 £ 0.17

Cl./GFR 1.61 1.78 1.77 1.89 1.82 1.51 1.73+0.14

Cuadro 3.22 Pparametros individuales y promedio obtenidos en los ensayos realizados con los
animales del grupo C-1, tras la perfusion endovenosa de acamprosato a la velocidad de 2.6 ng/min. Cg
indica la concentracion plasmatica media en estado estacionario, expresada en ng/ml; Cl. y Cl representan los
aclaramientos renal (corregido para la recogida de inulina) y aclaramiento total del acamprosato, expresados en
ml/min. Adicionalmente, también se resumen los valores de velocidad de filtracion glomerular (GER) obtenidos
en cada uno de los animales, expresado en ml/min, asi como el cociente entre el aclaramiento renal del
acamprosato y la GFR. Junto a los valores promedios de cada parametro se indica la correspondiente desviacion
estandar (d.e.).
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Acamprosato 132.5 ng/min
1 2 3 4 5 6 Media + d.e.
Css (mg/ml) 33.99 28.06 26.43  29.08 28.44  29.94 | 29.32 £2.57
Cl, (ml/min) 3.44 4.20 4.16 5.04 4.35 4.47 4.28 £ 0.52
Cly (ml/min) 3.89 4.54 5.00 4.55 4.65 4.42 4.51 + 0.36
GFR (ml/min) | 2.20 2.64 3.17 3.01 2.60 2.48 2.68 + 0.35
Cl./GFR 1.56 1.59 131 1.76 1.67 1.80 1.61 + 0.17

Cuadro 3.23 Parametros individuales y promedio obtenidos en los ensayos realizados con los
animales del grupo C-2, tras la perfusién endovenosa de acamprosato a la velocidad de 132.5 mg/min.
Cg indica la concentracion plasmatica media en estado estacionario, expresada en ng/ml; Cl. y Ck representan
los aclaramientos renal (corregido para la recogida de inulina) y aclaramiento total del acamprosato, expresados
en ml/min. Adicionalmente, también se resumen los valores de velocidad de filtraciéon glomerular GFR)
obtenidos en cada uno de los animales, expresado en ml/min, asi como el cociente entre el aclaramiento renal
del acamprosato y la GFR. Junto a los valores promedios de cada parametro se indica la correspondiente

desviacion estandar (d.e.).
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Acamprosato 530 ng/min

1

Media = d.e.

Css (ny/ml)

Cl, (ml/min)
Cly (ml/min)
GFR (ml/min)

Cl,/GFR

103.43

5.23

5.10

2.98

1.75

127.65 146.18 135.58 113.45 137.77

127.30 + 16.10

4.08 + 0.67

4.21 + 0.56

2.50 + 0.25

1.62 + 0.13

Cuadro 3.24 parametros individuales y promedio obtenidos en los ensayos realizados con los
animales del grupo C-3, tras la perfusién endovenosa de acamprosato a la velocidad de 530 ng/min. Cs
indica la concentracion plasmatica media en estado estacionario, expresada en ng/ml; Cl. y Cl representan los
aclaramientos renal (corregido para la recogida de inulina) y aclaramiento total del acamprosato, expresados en
ml/min. Adicionalmente, también se resumen los valores de velocidad de filtracion glomerular (GFR) obtenidos
en cada uno de los animales, expresado en ml/min, asi como el cociente entre el aclaramiento renal del
acamprosato y la GFR. Junto a los valores promedios de cada pardmetro se indica la correspondiente desviacion

estandar (d.e.).
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3.2.3.2 Analisis estadistico de los resultados

En el Cuadro 3.25 se resumen los pardmetros farmacocinéticos promedios del
acamprosato, junto a su desviacién estandar, obtenidos tras la perfusion endovenosa del
mismo a las velocidades de 2.6, 132.5 y 530 ng/min.

Los resultados presentados muestran que las concentraciones plasmaticas de
acamprosato en el estado estacionario (Css) aumentaron de un modo lineal en funcion
de la velocidad de infusién del farmaco. En consecuencia, no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas en el Cl, y Cl; del acamprosato determinado a las tres
velocidades de perfusion estudiadas.

En los tres grupos experimentales, el valor del Cl, de acamprosato calculado es
claramente superior al de la velocidad de filtracién glomerular (GFR), (el cociente CI,/GFR
siempre es mayor que 1) y practicamente igual al valor de Cl; (en promedio, el Cl; es un
96% del Cly).
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Velocidad de perfusién de acamprosato
2.6 mg/min 132.5 ng/min 530.0 ng/min | Significc.
Ces (my/ml) | 0.56 £0.05 0.58 +0.05 0.62 +0.07 n.s.
Cl, (ml/min) | 4.60 +0.42 4.28 +0.52 4.08 +0.67 n.s.
Cl¢ (ml/min) | 4.78 £0.38 4.51 +0.36 4.21 +0.56 n.s.
GFR (ml/min) | 2.66 +0.17 2.68 +0.35 2.50 +0.25 n.s.
Cl,/GFR 1.73+0.14 1.61 £0.17 1.62 £0.13 n.s.

Cuadro 3.25 Pparametros individuales y promedio obtenidos en los ensayos realizados con los
animales de los grupos C-1, C-2 y C-3 tras la perfusién endovenosa de acamprosato a la velocidad de 2.6,
132.5y 530 ng/min. Cg indica la concentracién plasmatica media en estado estacionario, expresada en
ng/ml; Cl. y Ck representan los aclaramientos renal (corregido para la recogida de inulina) y aclaramiento total
del acamprosato, expresado en ml/min. Adicionalmente, también se resumen los valores de velocidad de
filtracion glomerular (GER) obtenidos en cada uno de los animales, expresado en ml/min, asi como el cociente
entre el aclaramiento renal del acamprosato y la GFR. Significc. indica el resultado del ANOVA realizado sobre
los parametros farmacocinéticos del acamprosato obtenidos en la rata. (*) Los valores de Css correspondientes
a las velocidades de perfusion 132.5 y 530 ng/min han sido normalizados para la menor de las velocidades de
perfusion ensayadas. Junto a los valores promedios de cada parametro se indica la correspondiente desviacion

estandar (d.e.).
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3.2.4 Estudio del efecto del probenecid sobre la farmacocinética
del acamprosato

3.2.4.1 Niveles plasmaéticos

Los niveles plasméticos de acamprosato obtenidos a los correspondientes tiempos de
muestreo, en los animales de los grupos D-1 y D-2 se resumen en los Cuadros 3.26 y
3.27.

Junto con los valores individuales, se relacionan los valores promedios cuya
representacion gréfica se ilustra en las Figuras 3.13 y 3.14.
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RATA
Tiempo 1 2 3 4 5 6 Media + d.e.
|
2 37.15 38.35 39.92 40.30 33.67 35.35 37.45%2.60
5 28.01 28.29 28.43 30.52 26.93 25.73  27.99+1.61
10 20.73 21.19 2157 21.67 2156 19.90  21.10+0.68
15 15,72 17.90 1585 17.85 14.96 15.04  16.22+1.33
20 12.83 14.35 13.13 13.61 12.86 10.43  12.86+1.32
40 5.60 6.28 8.07 6.48 6.52 4.93 6.31 +0.96
60 2.39 2.63 3.17 2.35 2.49 2.14 2.53+0.35
80 1.22 1.25 1.53 1.29 1.14 1.13 1.26 £0.15

Cuadro 3.26 Niveles plasmaticos individuales y promedios de acamprosato obtenidos
experimentalmente tras la administracion, por via intravenosa, de una dosis de 10 mg de probenecid y 2.8
mg de acamprosato, ambas en solucion acuosa, a los animales del grupo D-1. Junto a los valores
promedios de concentraciéon plasmatica para cada tiempo de muestreo se indica la correspondiente desviacion
estandar (d.e.). El tiempo se expresa en minutos y la concentracion en ng/ml.
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Figura 3.13 curva de nivel plasmatico promedia obtenida tras la administracién por via intravenosa

de 2.8 mg de acamprosato en los animales del grupo D-1 (10 mg de probenecid). En trazo continuo se han
representado los niveles tedricos derivados del analisis de regresion no lineal de los datos plasmaticos
promedio.
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RATA
Tiempo 1 2 3 4 5 6 Media * d.e.
]
2 4411  43.24 4470 4491 40.88 40.13  43.00+2.03
5 31.84 32,95 33.02 3235 32.84 27.61 31.77+2.06
10 24.92 2522 24.89 26.58 2520 20.91 24.62+1.92
15 19.82  20.04 21.09 21.13 17.76 18.82  19.78+1.31
20 15,70  16.90 15.87 16.13 1577 15.28 15.94 + 0.54
40 8.84 11.92  7.36 9.50 7.72 8.59 8.99 + 1.63
60 3.45 4.12 3.99 4.69 4.01 4.09 4.06 +0.40
80 1.92 2.19 1.95 2.60 2.14 2.39 2.20+0.26

Cuadro 3.27 Niveles plasmaticos individuales y promedios de acamprosato obtenidos
experimentalmente tras la administracion, por via intravenosa, de una dosis de 20 mg de probenecid y 2.8
mg de acamprosato, ambas en solucién acuosa, a los animales del grupo D-2. Junto a los valores
promedios de concentracién plasmatica para cada tiempo de muestreo se indica la correspondiente desviacion
estandar (d.e.). El tiempo se expresa en minutos y la concentracion en ng/ml.
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Figura 3.14 curva de nivel plasmatico promedia obtenida tras la administracién por via intravenosa
de 2.8 mg de acamprosato en los animales del grupo D-2 (20 mg de probenecid). En trazo continuo se han

representado los niveles tedricos obtenidos del andlisis de regresion no lineal de los datos plasmaticos
promedio.
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En la Figura 3.15 se representa la curva de nivel plasmético obtenida tras
administracion de una dosis de 2.8 mg de acamprosato (trazo verde) junto a las
obtenidas tras la administracion de la misma dosis de acamprosato pero tras un
tratamiento previo con una dosis de 10 (trazo azul celeste) 6 20 (trazo fucsia) mg de
probenecid. Se aprecia claramente como los niveles plasmaticos del farmaco aumentan
progresivamente al aumentar la dosis de probenecid administrada.
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Figura 3.15 curvas de nivel plasmatico promedias obtenidas para los grupos B-1, D-1 y D-2, cuyas
administraciones fueron de 2.8 mg de acamprosato (trazo verde), 10 mg de probenecid y 2.8 mg de

acamprosato (trazo azul celeste) y 20 mg de probenecid y 2.8 mg de acamprosato (trazo fucsia)
respectivamente. En trazo continuo se han representado los niveles tedricos obtenidos del andlisis de regresion
no lineal de los datos plasmaticos promedio.



Resultados 191

3.2.4.2 Eleccién del modelo farmacocinético

En los Cuadros 3.28 y 3.29 aparecen a modo de resumen los resultados obtenidos
en la fase de seleccion del modelo farmacocinético para las curvas promedio obtenidas

para los grupos experimentales D-1y D-2.

Merced al andlisis realizado, todos los pardmetros empleados indican que el

modelo que mejor ajusta a los datos experimentales es el bicompartimental.
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Grupo D-1 (10 mg probenecid)

Modelo r s.cC. g.l. N°epardam. AIC F.calc F.teor p

Mc >0.9999  0.0680 6 2 -17.45
11.87 6.16 0.0157

Bc >0.9999  0.0098 4 4 -29.00

Cuadro 3.28 Resultado del ajuste de las ecuaciones representativas de los modelos estudiados ( -
Mc- Monocompartimental, -Bc- Bicompartimental) a los niveles plasmaticos promedio correspondientes a la
administracion de una dosis de 10 mg de probenecid y 2.8 mg de acamprosato por via intravenosa rapida
(Grupo D-1). En el Cuadro se indica el coeficiente de correlacién obtenido entre los valores experimentales de
concentracion de farmaco y los predichos por el modelo (r), la suma de cuadrados (s.c.), los grados de libertad
(g.1.) y nimero de pardmetros del modelo estudiado (N© de param.), el valor de AIC, asi como los valores de F
de Snedecor calculada, tedrica y su correspondiente valor de probabilidad (p). Como factor de ponderacion se
ha utilizado siempre el inverso de la concentracion plasmatica al cuadrado.

Grupo D-2 (20 mg probenecid)

Modelo r S.C. gl. N°eparam. AIC F.calc F.teor P

Mc >0.9999 0.0730 6 2 -16.92
13.86 6.16 0.0118
Bc >0.9999  0.0092 4 4 -29.49

Cuadro 3.29 Resultado del ajuste de las ecuaciones representativas de los modelos estudiados ( - Mc
— Monocompartimental, - Bc - Bicompartimental) a los niveles plasmaticos promedio correspondientes a la
administracion de una dosis de 20 mg de probenecidy 2.8 mg de acamprosato por via intravenosa rapida
(Grupo D-2). En el Cuadro se indica el coeficiente de correlacién obtenido entre los valores experimentales de
concentracion de farmaco y los predichos por el modelo (r), la suma de cuadrados (s.c.), los grados de libertad
(g.1.) y nimero de parametros del modelo estudiado (N° de param.), el valor de AIC, asi como los valores de F
de Snedecor calculada, tedrica y su correspondiente valor de probabilidad (p). Como factor de ponderacion se
ha utilizado siempre la inversa de la concentracion plasmatica al cuadrado.
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Los pardmetros farmacocinéticos individuales y promedio (acompafiados de su
desviacion estdndar) del acamprosato obtenidos en el grupo D1, se resefian en los

Cuadros 3.30 y 3.31.

RATA
Parametro 1 2 3 4 5 6 Media * d.e.
Co(my/ml) 2079  56.46 54.96 50.76  40.64  40.19 43.97 + 13.31
Ab (rmg/ml) 17.82 24.10 26.44 19.74 11.48 21.67 20.21 £5.26
a (min? 0.177 0.517 0.341 0.264 0.256 0.123 0.280 = 0.139
Bo (mg/ml) 25.97 32.36 28.52 31.02 29.16 18.52 27.59 + 4.95
b (min) 0.038 0.041 0.036 0.041 0.040 0.035 0.039 = 0.003
k12 (minY) 0.0387 0.1766 0.1194 0.0666 0.0485 0.0255 0.0792 = 0.0578
k21(min'1) 0.1205 0.3138 0.1941 0.1773 0.1951 0.0756 0.1794 = 0.0810
klO (minY) 0.0558 0.0675 0.0631 0.0610 0.0525 0.0570 0.0595 =+ 0.0054

Cuadro 3.30 Pparametros farmacocinéticos individuales y promedios del acamprosato, calculados a
partir de los ajustados del modelo bicompartimental a los valores experimentales expuestos en el Cuadro 3.26,
correspondientes a la administracion intravenosa rapida de 2.8 mg de acamprosato y 10 mg de
probenecid en los animales del grupo D-1 (10 mg de probenecid). Junto a los valores promedio de cada

parametro se indica la correspondiente desviacion estandar (d.e.)
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RATA
Parametro 1 2 3 4 5 6 Media + d.e.
¥
AUC,;
782.37 834.76 880.23 851.63 777.73 713.49 806.70 + 60.55
(rmg.min/ml)
Cl, (mi/min) 358 335 3.8 3.29 3.60 3.92 3.49 +0.27

Vd(ss) (ml) 8555 79.35 81.38 80.14 85.65 93.43 84.25 +5.24
ty2 (min) 18.24 16,90 19.25 16.90 17.33 19.80 18.07 £1.24
MRT (min) 23.90 23.65 2558 24.37 23.79 23.8 24.18 + 0.73

24
UO (%) 96.52 98.49 89.79 100.00 99.86 97.36 97.00 £ 3.80

Cuadro 3.31 Parametros farmacocinéticos individuales y promedios del acamprosato, calculados a
partir de los valores experimentales expuestos en el Cuadro 3.26, correspondiente a la administracion
intravenosa de 2.8 mg de acamprosato a los animales del grupo D-1 (10 mg de probenecid). Junto a los
valores promedios de cada parametro se indica la correspondiente desviacién estandar (d.e.).
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En los Cuadros 3.32 y 3.33 quedan expuestos los parametros farmacocinéticos
individuales y promedios del

acamprosato cuando se administraron 20 mg de

probenecid y 2.8 mg de acamprosato (grupo D-2). El valor medio va acompafnado
de su correspondiente desviacion estandar (d.e.).

RATA
Parametro 1 2 3 4 5 6 Media + d.e.
Co(rrg/ml) 60.78 59.14 51.28 55.49 48.59 66.69 57.00 £ 6.61
A) (my/ml)  26.66 23.90 21.37 23.43 21.36 37.46 25.70 = 6.09
a (minh 0.390 0.410 0.170 0.257 0.160 0.540 0.321 £0.151
B, (no/ml) 3412 3524 2991  32.06 27.23  29.23 31.30 +3.06
b (minY) 0.037 0.035 0.034 0.031 0.032 0.032 0.034 +0.002
k12 (minY)  0.1304 0.1310 0.0396 0.0772 0.0389 0.2494 0.1111 +0.0792
k21(min'1) 0.2351 0.2584 0.1133 0.1618 0.1037 0.2546 0.1878 = 0.0707
klO (mint)  0.0613 0.0550 0.0510 0.0493 0.0493 0.0678 0.0556 * 0.0075

Cuadro 3.32 Parametros farmacocinéticos individuales y promedios del acamprosato, calculados a
partir de los ajustados del modelo bicompartimental a los valores experimentales expuestos en el Cuadro 3.27,
correspondientes a la administracion intravenosa rapida de 2.8 mg de acamprosato a los animales del grupo
D-2 (20 mg de probenecid). Junto a los valores promedio de cada parametro se indica la correspondiente
desviacion estandar (d.e.)
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RATA
Parametro 1 2 3 4 5 6 Media + d.e.
¥
AUC;
1023.60 1120.28 1008.10 1119.22 998.85 1002.93 1045.50 + 58.13
(mg.min/ml)
Cl. (ml/min 2.74 2.50 2.78 2.50 2.80 2.79 2.68 +0.14
t

Vd(ss) (ml) 74.87 71.35 72.00 74.97 78.78 87.69 76.61 + 6.04
T2 (min) 18.73 19.80 20.38 22.35 21.66 21.66 20.76 = 1.37
MRT (min) 27.37 28.54 25.92 29.96 28.1 31.41 28.55 +1.93

24
UO (%) 92.22 100.00 96.02 98.37 - 95.47 96.40 £ 2.98

Cuadro 3.33 Parametros farmacocinéticos individuales y promedios del acamprosato, calculados a
partir de los valores experimentales expuestos en el Cuadro 3.27, correspondiente a la administracion
intravenosa de 2.8 mg de acamprosato en los animales del grupo D-2 (20 mg de probenecid). Junto a los
valores promedios de cada parametro se indica la correspondiente desviacion estandar (d.e.).
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3.2.4.4 Analisis estadistico de los resultados

En los Cuadros 3.34 y 3.35 se muestran los resultados del anélisis estadistico
aplicado a los principales parametros farmacocinéticos correspondientes a los grupos B-
1, D-1 y D-2. Como se puede observar, el valor medio de AUC?; aumentoé
significativamente (P<0.001) con el aumento de la dosis de probenecid administrada. El
valor medio de AUC?; crecié hasta un 172% para la dosis de 10 mg de probenecid y
hasta un 223% para la dosis de 20 mg de probenecid, con respecto al obtenido en los
animales no tratados con probenecid.

Por otra parte, el valor medio de CI, disminuy6 significativamente (p<0.001) desde
6.04 £ 0.67 ml/min para el grupo no tratado con probenecid hasta 3.49 + 0.27 6 2.68 +
0.14 ml/min para los grupos que recibieron 10 6 20 mg de probenecid, respectivamente.

Del mismo modo, los valores de MRT sufrieron un incremento significativo como
consecuencia de la presencia de probenecid en el plasma de los animales tratados.
Adicionalmente, los resultados obtenidos demuestran que el probenecid disminuye de un
modo significativo (P<0.015) la constante de eliminacion del acamprosato (k).

Finalmente se puede observar que la totalidad de la dosis administrada (€ 97%) se
recoge en la orina de los animales tratados, independientemente de que se administre el
acamprosato junto con el probenecid.
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¥
Grupo tin Vd (s (mI) AUCO Clt

. Ué* (%)
(min) (mg.min/ml) (ml/min)

B-1 19.13 + 1.49° 116.67 + 11.04* 467.76 + 52.40° 6.04+0.67 92.35+6.56
D-1 18.07 £1.24%  84.25+524° 806.70 +60.55°  3.49+0.27°  97.00+ 3.80
D-2 20.76 £1.37°  76.61 +£6.04° 1045.50 + 58.13° 2.68 +0.14° 96.40 + 2.98

Signif. P=0.013 P<0.001 P<0.001 P<0.001 n.s.

Cuadro 3.34 Resultados del andlisis estadistico realizado sobre los principales parametros
farmacocinéticos del acamprosato en la rata en presencia (grupos D-1 y D-2) o ausencia (grupo B-1) de
probenecid. Con diferente superindice se sefialan los parametros que mostraron diferencias significativas en la
prueba de Tukey.

Grupo  C, (my/ml) Ky, (minh) K,, (min't) Ko (min) MRT (min)

B-1  32.84+4.88 0.0200+0.0090 0.0564+0.0093 0.0713+0.0105* 19.35 % 1.05"
D-1 43.97 +13.31° 0.0792+0.0578 0.1794 +0.0810 0.0595+0.0054° 24 18+ 0.73°
D-2  57.00+6.61° 0.1111+0.0792 0.1878 +0.0707 0.0556 +0.0075° g 55 + 1.93°

Signif P=0.003 n.s. P=0.008 P=0.015 P<0.001

Cuadro 3.35 Resultados del andlisis estadistico (ANOVA) realizado sobre el C,, MRT vy las

microconstantes del acamprosato en la rata en presencia (grupos D-1y D-2) o ausencia (grupo B-1) de
probenecid. Con el diferente superindice se sefialan los parametros que mostraron diferencias significativas en
la prueba de comparacion multiple de Tukey.
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3.3 ESTUDIO DE LA ABSORCION INTESTINAL DE
ACAMPROSATO

El estudio de la absorcién intestinal de acamprosato se ha abordado mediante tres
tipos de experiencias diferentes, cuyos resultados se resumen a continuacion:

- Administracién por via oral de acamprosato. Calculo de su biodisponibilidad en
magnitud.

- Estudio topografico de la absorcién intestinal de acamprosato.

- Ensayos para la promocién de la absorcion intestinal del acamprosato.

3.3.1 Administracion por via oral del acamprosato. Calculo de su
biodisponibilidad en magnitud

3.3.1.1 Niveles plasmaticos

Los niveles plasmaticos de acamprosato obtenidos a los correspondientes tiempos de
muestreo, en los animales de los grupos E-1 y E-2 se agrupan en los Cuadros 3.36 y
3.37.

Junto con los valores individuales, se relacionan los valores promedio y su desviacién
estandar (d.e.) cuya representacion grafica se ilustra en las Figuras 3.16 y 3.17.
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Tiempo 1 2 3 4 5 6 Media  d.e.
e——
5 0.259 0.370 0.243 0.481 0.543 0.525  0.404+0.134
10 0.414 0.614 0.334 0.614 0.623 0.632  0.539+0.130
20 0.668 0.686 0.624 0.697 0.637  0.857 0.695+0.084
30 0.739 0.790 0.735 0.697 0.650 0.767  0.730+0.050
40 0.726  0.734 0.702 0.664 0.635 0.707 0.695+0.038
60 0.652 0.596 0.595 0.679 0.569 0.617  0.618+0.041
80 0.460 0.546 0.508 0.539 - 0.568 0.524 +0.042

100 0.483  0.462 0.530 0.476  0.486 0.489 0.488 £ 0.023

120 0.447 0.453 0.427 0.412 0.458 0.424 0.437 +0.018

Cuadro 3.36 Niveles plasmaticos individuales y promedios obtenidos experimentalmente tras la
administracion, por via oral, de una dosis de 2.8 mg de acamprosato, en solucién acuosa, a los animales del
grupo E-1. Junto a los valores promedios de concentracion plasmatica para cada tiempo de muestreo se indica
la correspondiente desviacion estandar (d.e.). El tiempo se expresa en minutos y la concentracion en ng/ml.
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Figura 3.16 curva de nivel plasmatico promedia obtenida tras la administracion, por via oral, de una
dosis de 2.8 mg de acamprosato, en solucién acuosa, a los animales del grupo E-1. En trazo continuo se

han representado los niveles tedricos correspondientes al analisis de regresion no lineal de los datos
plasmaticos promedio.



202 Resultados

RATA
Tiempo 1 2 3 4 5 6 Media = d.e.
e,

5 1.27 2.33 1.74 1.63 0.91 2.98 1.81 £0.75
10 1.98 3.42 2.12 2.10 2.05 4.07 2.62 £0.89
20 2.67 4.38 2.83 2.38 3.01 4.94 3.37 £1.04
30 3.03 4.44 3.68 2.93 4.17 5.26 3.92 +0.89
40 3.08 4.78 3.76 2.95 4.71 4.85 4.02 £0.88
60 2.68 4.35 4.55 2.73 4.67 4.80 3.96 +£0.97
80 2.35 4.51 3.82 2.45 4.43 4.75 3.71 £1.07
100 2.20 4.64 3.87 2.21 4.06 4.13 3.52 £1.05
120 2.04 3.84 3.73 2.08 3.62 3.93 3.21 +£0.89

Cuadro 3.37 Niveles plasmaticos individuales y promedios obtenidos experimentalimente tras la

administracion, por via oral, de una dosis de 22 mg de acamprosato, en solucion acuosa, a los animales del
grupo E-2. Junto a los valores promedios de concentracion plasmatica para cada tiempo de muestreo se indica

la correspondiente desviacion estandar (d.e.). El tiempo se expresa en minutos y la concentracion en ng/ml.
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Figura 3.17 curva de nivel plasmatico promedia obtenida tras la administracion, por via oral, de una
dosis de 22 mg de acamprosato, en soluciéon acuosa, a los animales del grupo E-2. En trazo continuo se

han representado los niveles tedricos correspondientes al analisis de regresion no lineal de los datos
plasmaticos promedio.
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Adicionalmente, en la Figura 3.18 se han representado graficamente Ias
concentraciones plasméticas medias en funcion del tiempo tras la administracién
intravenosa (grupo B-1) y oral (grupo E-1) de 2.8 mg de acamprosato. En la Figura
se muestra, asimismo, las curvas teoricas obtenidas por regresiéon no lineal de los datos
plasmaticos promedio.
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Figura 3.18 Representacion grafica de las curvas de nivel plasmatico promedias obtenidas tras la
administracion de 2.8 mg de acamprosato por via intravenosa rapida (trazo verde) y por via oral (trazo
azul), a los animales de los grupos B-1 y E-1 respectivamente. En trazo continuo se han representado los
niveles tedricos derivados del ajuste de regresion no lineal de los datos plasmaticos promedio.
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En la Figura 3.19 se han representado graficamente las concentraciones plasmaticas
medias en funcion del tiempo tras la administracién intravenosa (grupo B3) y oral
(grupo E-2) de 22 mg de acamprosato. En la Figura se muestra, asimismo, las curvas
tedricas obtenidas por regresion no lineal de los datos plasmaticos promedio.
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Figura 3.19 Representacion grafica de las curvas de nivel plasmatico promedias obtenidas tras la
administracion de 22 mg de acamprosato por via intravenosa rapida (trazo azul) y por via oral (trazo rojo),
a los animales de los grupos B-3 y E-2 respectivamente. En trazo continuo se han representado los niveles
tedricos derivados del ajuste de regresion no lineal de los datos plasmaticos promedio.
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3.3.1.2 Eleccién del modelo farmacocinético

En los siguientes Cuadros (Cuadros 3.38 y 3.39), aparecen a modo de resumen los
resultados obtenidos en la fase de seleccion del modelo farmacocinético para las curvas

promedio obtenidas para los grupos experimentales E-1 y E-2.

Grupo E-1 (2.8 mg acamprosato)

Modelo r s.c. g.l. Ne param. AIC F.calc F.teor p

Mc 0.989 0.0047 5 4 -40.12
3.68 9.01 0.1561

Bc 0.996 0.0014 3 6 -47.40

Cuadro 3.38 Resultado del ajuste de las ecuaciones representativas de los modelos estudiados (-Mc-
Monocompartimental, -Bc- Bicompartimental) a los niveles plasmaticos promedio correspondientes a la
administracién de 2.8 mg de acamprosato por via oral (Grupo E-1). En el Cuadro se indica el coeficiente de
correlacion obtenido entre los valores de concentracion de farmaco experimentales y los predichos por el
modelo (r), la suma de cuadrados (s.c.), los grados de libertad (g.l.) y el nimero ce parametros del modelo
estudiado (N© param.), el valor de AIC, asi como los valores de F de Snedecor calculada, tedrica y su
correspondiente valor de probabilidad (p). Como factor de ponderacion se ha utilizado siempre el inverso de la

concentracion plasmatica al cuadrado.
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Grupo E-2 (22 mg acamprosato)

Modelo r s.c. g.l. N© param. AlC F.calc F.teor p
Mc 0.998 0.0040 5 4 -41.69

0 9.01 1
Bc 0.998 0.0040 3 6 -37.69

Cuadro 3.39 Resultado del ajuste de las ecuaciones representativas de los modelos estudiados (-Mc-
Monocompartimental, -Bc- Bicompartimental) a los niveles plasméaticos promedio correspondientes a la
administracion de 22 mg de acamprosato por via oral (Grupo E-2). En el Cuadro se indica el coeficiente de
correlacion dtenido entre los valores de concentracion de farmaco experimentales y los predichos por el
modelo (r), la suma de cuadrados (s.c.), los grados de libertad (g.l.) y el nimero de parametros del modelo
estudiado (N© param.), el valor de AIC, asi como los valores de F de Snedecor calculada, teérica y su
correspondiente valor de probabilidad (p). Como factor de ponderacion se ha utilizado siempre el inverso de la

concentracién plasmatica al cuadrado.
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3.3.1.3 Parametros farmacocinéticos

En los Cuadros 3.40 a 3.46 se muestran los distintos parametros farmacocinéticos
individuales y promedios obtenidos para el acamprosato en los grupos experimentales E-
1y E-2. El valor promedio va acompafiado de su correspondiente desviacion estandar
(d.e.).

Tiempo 1 2 3 4 5 6 Media + d.e.

I —
P (mg/m) -1.04 -1.01 -105 -0.64 -034 -0.76 -0.81+0.28
| ,(minY) 008 014 0.06 008 013 0.12 0.10 + 0.03

P,(my/m) 091 090 1.06 096 073 097 092+ 0.12

| ,(min®) 0.007 0.006 0.008 0.007 0.004 0.007 0.006 =+ 0.001

AUCY
(rmg.min/ml)

1447 163.4 167.3 130.3 220.3 129.7 160.1 + 34.0

Cuadro 3.40 Pparametros farmacocinéticos individuales y promedios del acamprosato, calculados a
partir de los ajustados del modelo monocompartimental a los valores experimentales expuestos en el Cuadro
3.36, correspondientes a la administracion oral de 2.8 mg del farmaco (grupo E-1). Junto a los valores
promedio de cada parametro se indica la correspondiente desviacion estandar (d.e.)
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RATA
Tiempo 1 2 3 4 5 6 Media + d.e.
_—

U2 (%) 2322 22.82 13.66 22.77 14.60 1518 19.20+4.14

U (%) 135 133 155 147 103 151  137+0.19

Uo2(%0) 2457 2415 1521 2424 1562 16.69  20.08 + 4.67

H 23(%) 73.42 72.84 8564 6550 69.03 86.16 75.438.60
U2 +H®(%) 97.99 96.99 10085 89.74 84.65 102.85 95.51+6.96

Cuadro 3.41 Porcentajes individuales y promedios de acamprosato excretados en orina (U ) y en
heces (H ), obtenidos tras la administracion oral de una dosis de 2.8 mg de acamprosato, en solucién
acuosa, a los animales del grupo E-1. Junto a los valores promedio se indica la correspondiente desviacion

estandar (d.e.).
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Tiempo 1 2 3 4 5 6 Media  d.e.

P ————
P(myml) -3.74 -457 -834 -3.00 -8.72 -4.83 -553+241
| ,(min?) 0.082 0.107 0.022 0.052 0.038 0.113 0.069+ 0.037

P,(ng/ml) 3.84 506 9.47 406 841 582  6.11%+2.33

|2(min'1) 0.006 0.002 0.007 0.006 0.068 0.003 0.005 =+ 0.002

AUC/
(mg.min/ml)

866.9 1495.6 1678.6 794.3 1182.1 1350.0 1227.9 +349.3

Cuadro 3.42 Pparametros farmacocinéticos individuales y promedios del acamprosato, calculados a
partir de los ajustados del modelo monocompartimntal a los valores experimentales expuestos en el Cuadro
3.37, correspondientes a la administracién oral de 22 mg del farmaco (Grupo E-2). Junto a los valores
promedio de cada parametro se indica la correspondiente desviacion estandar (d.e.)
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Tiempo 1 2 3 4 5 6 Media = d.e.
e —
U (%) 14.83 21.18 1593 18.88 14.05 16.86  16.95+2.67
U 22(%) 205 212 177 115 265 139  1.85+0.54

U8 (%) 16.88 23.30 17.70 20.03 16.70 18.25 18.81%2.50

HP(%) 8444 7732 8229 7579 77.25 78.48  79.26%3.36

Ud®+H (%) 10132 10062 99.99 9582 93.95 96.73  98.07 £2.99

Cuadro 3.43 Porcentajes individuales y promedios de acamprosato excretados en orina (U ) y en
heces (H ), obtenidos tras la administracion por via oral de una dosis de 22 mg de acamprosato, en
solucién acuosa, a los animales del grupo E-2. Junto a los valores promedio se indica la correspondiente
desviacion estandar (d.e.).



212 Resultados

3.3.2 Estudio topogréafico de la absorcion intestinal de
acamprosato

En los Cuadros 3.44 a 3.46 se exponen los valores de las concentraciones remanentes
de acamprosato en las muestras intestinales para cada tiempo de muestreo determinadas
en los diferentes tramos del intestino delgado de la rata (proximal, medio y distal)
tras la perfusién in situ de una solucién de acamprosato de concentracién 560 ng/ml. En
todos los casos las concentraciones se corrigieron para el proceso de reabsorciéon de
agua, como se detalla en el Epigrafe 2.4.2.5.1. Adicionalmente, se indican los valores de
los volimenes remanentes al finalizar el tiempo de muestreo (Vsg). También se detalla en
cada Cuadro el valor de concentracion de farmaco extrapolado a tiempo cero (Ag) y la
constante aparente de velocidad de absorcién (ky), con su error estandar de estimacion.
Ambos parametros se obtienen por regresién no lineal de las concentraciones de farmaco
remanentes en funcién del tiempo.

Como criterio de bondad del ajuste se indica el valor del coeficiente de determinacion
lineal entre valores tedricos y experimentales (r%).

En la parte inferior de cada Cuadro se muestra, para cada condicién experimental, la
constante aparente de velocidad de absorcibn media (ki) y el coeficiente de
permeabilidad efectiva (Pef) con su desviacion estandar (d.e.).

En el Cuadro 3.47 y Figura 3.20 se muestran los valores promedios, junto a su
desviacién estandar, de la constante de velocidad de absorcién del acamprosato obtenida
en los ensayos realizados en los diferentes tramos del intestino delgado de la rata
(proximal, medio y distal) con una solucién de acamprosato 560 ng/ml.

El analisis estadistico (ANOVA) no revel6 la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de k; obtenidos. Por tanto, estos resultados parecen indicar
que la constante de velocidad de absorcidon del acamprosato se mantiene constante a lo
largo del intestino delgado de la rata.
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Figura 3.20 Representacion grafica de los valores medios (y su desviacion estandar) de la constante

de velocidad de absorcion del acamprosato obtenidas en los diferentes tramos analizados -tramo proximal
(barra verde), tramo medio (barra roja) y tramo distal (barra azul)- del intestino delgado de la rata

Tramo ko d.e. (h?)
Proximal 0.38 £ 0.04

Medio 0.35+0.03

Distal 0.35 £ 0.04
Signific. n.s.

Cuadro 3.47 valores medios (y su desviacion estandar) de la constante de velocidad de absorcion del
acamprosato obtenidas los diferentes tramos -tramo proximal, tramo medio y tramo distal del intestino delgado
de la rata junto al resultado del andlisis estadistico realizado (ANOVA).
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3.3.3 Ensayos para la promocion de la absorcion intestinal del
acamprosato

Los estudios para la promocion de la absorcién intestinal del acamprosato se han
abordado mediante tres ensayos experimentales diferentes:

v' Perfusion, in situ, de una solucién de acamprosato en el intestino delgado de la rata
y determinacion de la constante de velocidad de absorcion del farmaco en ausencia y
presencia de polisorbato 80 o caprato sédico.

v' Administracién, in vivo, de una solucién de acamprosato, por via oral en la rata
consciente y determinacion de la fraccién de dosis excretada de forma inalterada en
la orina del animal tratado en ausencia y presencia de caprato sédico.

v' Perfusion in vitro de una solucién de acamprosato o de manitol y determinacién del
coeficiente de permeabilidad efectivo de cada una de las moléculas perfundidas en
ausencia y presencia de caprato sédico sobre una monocapa de células Caco-2.

Los resultados se presentan en el mismo orden cronolégico en el que se desarrollaron
los ensayos.
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3.3.3.1 Ensayos In situ

3.3.3.1.1 Ensayos con polisorbato 80

En los Cuadros 3.48 a 3.51 se exponen los valores de las concentraciones remanentes
de acamprosato, corregidas para la reabsorcion de agua, obtenidas para cada tiempo de
muestreo en los distintos grupos de ensayo.

En la Figura 3.21 se representa el valor medio de las constantes de velocidad de
absorcion del acamprosato obtenidas para cada uno de los grupos de ensayo.

En el Cuadro 3.52 se resumen las constantes de velocidad de absorcién promedias del
acamprosato, junto con su desviacion estadndar, asi como los resultados del analisis
estadistico realizado. Los resultados obtenidos indican que el polisorbato 80 no ejerce
ningun efecto promotor sobre la absorcion del acamprosato, puesto que a ninguna de las
concentraciones ensayadas produjo un aumento significativo de la constante de velocidad
de absorcion (k;) respecto al grupo control. Es mas, la presencia de polisorbato 80 en el
lumen intestinal provocé una disminucion significativa (p<0.001) de la k, del acamprosato
para todas las concentraciones ensayadas.
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Tiempo (min) Concentracion remanente en lumen (ng/ml)
1 2 3 4
5 466.9 486.9 444.4 488.5
10 438.7 461.9 433.4 4747
15 430.9 442.0 413.3 450.5
20 421.2 434.2 403.8 443.5
25 415.1 427.0 403.1 440.0
30 402.9 416.0 384.8 431.2
V3o (ml) 4.7 4.6 4.3 4.6
Ao (nmg/ml) 471.0 493.8 455.3 496.2
e.e. 6.4 6.7 5.0 6.5
ka (™) 0.32 0.36 0.33 0.30
e.e. 0.04 0.04 0.03 0.04
r? 0.932 0.945 0.958 0.929
ko+ d.e.=0.33+0.03 h! (Cv=7.80 %)
Pert d.e.= 1.00-10° + 0.07-10° cm/s

Cuadro 3.48 concentraciones de acamprosato remanentes fg/ml) en el lumen intestinal a los
distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusion de una solucion de acamprosato (560
mg/ml) en el tramo medio del intestino delgado de la rata. Se indica, asimismo, el volumen remanente final del
ensayo (Vao) y los parametros del ajuste obtenidos en cada caso, acompafiados de sus errores estandar (e.e.) y
del coeficiente de determinacién (r?). Finalmente se indican la constante de velocidad de absorcién media («) y
el coeficiente de permeabilidad medio (Pes), ambos con su desviacion estandar (d.e.).
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Tiempo Concentracion remanente en lumen (ng/ml)
(min) 1 2 3 4 5 6
5 523.0 496.2 527.6 512.0 487.6 494.5
10 508.3 483.6 509.0 492.9 477.6 491.8
15 493.7 473.8 499.4 486.7 469.3 488.8
20 478.6 469.8 486.6 480.1 463.2 480.8
25 470.2 458.7 480.6 475.5 455.8 470.8
30 458.4 458.1 474.7 463.5 453.6 466.2
V3o (ml) 4.7 4.5 4.4 4.6 4.8 4.3
Ao (mg/ml) | 535.7 501.0 533.8 516.1 492.6 503.7
e.e. 2.0 3.3 4.1 4.0 2.2 2.7
ka (h™) 0.32 0.20 0.25 0.21 0.18 0.15
e.e. 0.01 0.02 0.02 0.02 0.01 0.02
r? 0.994 0.957 0.964 0.949 0.975 0.953
ko + d.e.=0.21 + 0.05 h! (CV= 26.07 %)
Pert d.e.= 0.64-10° + 0.16-10° cm/s

Cuadro 3.49 concentraciones de acamprosato remanentes @g/ml) en el lumen intestinal a los
distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusién de una solucién de acamprosato 560
mg/mly polisorbato 80 (5 mg/l) en el tramo medio del intestino delgado de la rata. Se indica, asimismo, el
volumen remanente final del ensayo (Vso) y los pardmetros del ajuste obtenidos en cada caso, acompafiados de
sus errores estandar (e.e.) y del coeficiente de determinacién (r?). Finalmente se indican la constante de
velocidad de absorcion media k) y el coeficiente de permeabilidad medio Per), ambos con su desviacion

estandar (d.e.).
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Tiempo Concentracion remanente en lumen (ng/ml)

(i) 1 2 3 4 5 6
5 506.7 487.1 494.6 499.1 481.1 484.2
10 496.4 478.7 483.5 495.6 480.5 470.4
15 483.3 469.6 481.7 483.9 466.9 465.5
20 475.4 451.6 471.6 474.7 456.4 456.8
25 470.6 445.7 460.5 475.2 447.6 457.0
30 453.4 439.9 450.7 461.8 437.0 452.1
V3o (Ml) 4.8 4.9 4.7 4.3 45 4.7
Ao (ng/ml) | 517.4 498.5 504.3 507.9 495.6 485.7
e.e. 2.9 3.3 2.8 3.2 3.3 3.8
ka (h™) 0.25 0.26 0.22 0.18 0.24 0.16
e.e. 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
r? 0.980 0.975 0.974 0.954 0.972 0.909

ko + d.e.=0.22 + 0.04 h! (Cv=19.71 %)
Pert d.e.= 0.67-10° + 0.16-10° cm/s

Cuadro 3.50 concentraciones de acamprosato remanentes @g/ml) en el lumen intestinal a los
distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusién de una solucién de acamprosato 560
mg/mly polisorbato 80 (20 mg/1) en el tramo medio del intestino delgado de la rata. Se indica, asimismo, el
volumen remanente final del ensayo (Vso) y los pardmetros del ajuste obtenidos en cada caso, acompafiados de
sus errores estandar (e.e.) y del coeficiente de determinacién (r?). Finalmente se indican la constante de
velocidad de absorcion media &) y el coeficiente de permeabilidad medio Per), ambos con su desviacion

estandar (d.e.).
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Tiempo Concentracion remanente en lumen (ng/ml)

(min) 1 2 3 4 5 6
5 476.4 475.4 499.1 479.8 475.0 500.4
10 471.0 467.6 498.0 479.6 474.9 486.4
15 459.0 463.3 493.8 465.6 464.0 485.3
20 455.0 457.8 487.0 461.3 452.2 469.5
25 455.8 451.2 480.7 456.5 445.4 467.4
30 451.6 445.5 470.3 453.7 437.2 464.1
V3o (ml) 4.5 4.2 45 4.4 45 3.8
Ao (mg/ml) | 479.2 480.9 508.7 486.9 487.7 504.9
e.e. 3.7 0.8 3.0 3.1 3.2 4.1
ka (h™) 0.13 0.15 0.14 0.15 0.22 0.18
e.e. 0.02 0.01 0.02 0.02 0.02 0.03
r? 0.881 0.996 0.936 0.933 0.965 0.928

ke+ d.e.=0.16 + 0.03 h* (CV=19.84 %)
Pet d.e.= 0.49-10° £ 0.10-10° cm/s

Cuadro 3.51 concentraciones de acamprosato remanentes (g/ml) en el lumen intestinal a los
distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusién de una solucién de acamprosato 560
mg/mly polisorbato 80 (800 mg/I) en el tramo medio del intestino delgado de la rata. Se indica, asimismo,
el volumen remanente final del ensayo (Vo) y los parametros del ajuste obtenidos en cada caso, acompafados
de sus errores estandar (e.e) y del coeficiente de determinacién (r?). Finalmente se indican la constante de
velocidad de absorcion media k.) y el coeficiente de permeabilidad medio Per), ambos con su desviacion

estandar (d.e.).
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Figura 3.21 Representacion grafica de los valores medios de la constante de velocidad de absorcion
del acamprosato (ki) en ausencia y presencia de polisorbato 80 acompafiados de sus desviaciones estandar
(d.e.) en todos los grupos ensayados.

Grupo Polisorbato 80 n ks = d.e.(h™)
G-0 0 4 0.33 £0.03%
G-1 5 6 0.21 +0.05°
G-2 20 6 0.22 +0.04°
G-3 800 6 0.16 +0.03°

Signif = o <0.001

Cuadro 3.52 valores medios de la constante de velocidad de absorcién del acamprosato () en
ausencia y presencia de distintas concentraciones de polisorbato 80, expresadas en mg/l, acompafiados de
sus desviaciones estandar (d.e.). Aquellos valores con superindices distintos presentan diferencias significativas

entre ellos (p<0.05).
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3.3.3.1.2 Ensayos con caprato sodico

A) Estudio de la influencia de la concentracién de promotor

En los Cuadros 3.53 a 3.55 se muestran las concentraciones remanentes corregidas
de acamprosato, obtenidas para cada tiempo de toma de muestra en cada uno de los
animales sometidos a ensayo. También se exponen el resto de parametros caracteristicos
obtenidos mediante regresidon no lineal de dichas concentraciones remanentes frente al
tiempo de muestreo.

En la Figura 3.22 se representan graficamente los valores de las constantes medias de
velocidad de absorcién del acamprosato junto con su desviacion estandar, para los
distintos grupos de ensayo. Adicionalmente, en el Cuadro 3.56 se muestran los
resultados del andlisis estadistico realizado (ANOVA).

Los resultados de estos ensayos muestran un aumento significativo de la constante de
absorcidn del acamprosato con respecto al grupo control (79% para 13 mM y 75% para
16 mM), sin embargo no se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre
las ks, del acamprosato obtenidas en presencia de las distintas concentraciones de
promotor ensayadas.
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Tiempo Concentracion remanente en lumen (ng/ml)

(min) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
5 48.8 488 474 474 539 496 36.8 420 507 49.7
10 47.9 48.0 46.1 464 52.0 495 36.7 41.7 493 49.6
15 46.4 472 445 448 497 477 359 39.6 483 484
20 459 46.1 440 438 484 465 355 39.1 464 475
25 456 445 426 428 47.0 46.1 344 380 455 47.0
30 445 428 418 421 452 450 339 363 428 457

Vao(ml) | 47 47 42 45 40 47 47 41 42 45
Ao (ng/ml) | 49.5 505 485 485 557 50.9 37.7 436 526 509

e.e. 03 05 02 02 03 04 03 04 05 03

kath®) [0.21 0.30 0.30 0.30 0.42 0.25 0.21 0.35 0.38 0.21
e.e. 0.02 003 002 001 002 0.02 002 003 003 002
r? 0.965 0.961 0.989 0.990 0.994 0.965 0.961 0.967 0.972 0.965

ko d.e.= 0.29 + 0.07 h* (CV=25.14 %)
Pert d.e.= 0.89-10° + 0.22:10° cm/s

Cuadro 3.53 concentraciones de acamprosato remanentes (g/ml) en el lumen intestinal a los
distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusién de una solucién de acamprosato 55 ng/ml
en el tramo medio del intestino delgado de la rata. Se indica, asimismo, el volumen remanente final del ensayo
(Vao0) y los parametros del ajuste obtenidos en cada caso, acompafiados de sus errores estandar (e.e.) y del
coeficiente de determinacién (r?). Finaimente se indican la constante de velocidad de absorcién media (k.) y el
coeficiente de permeabilidad medio (Pef), ambos con su desviacion estandar (d.e.).
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Tiempo Concentracion remanente en lumen (ng/ml)
(min) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
5 46.9 48.1 50.7 48.2 39.7 46.3 49.3 495 478 44.8
10 447 46.3 48.6 46.2 39.2 450 47.7 46.8 455 42.8
15 41.8 450 456 448 37.0 419 46.0 444 428 39.7
20 38.3 435 448 438 353 403 442 426 405 37.2
25 37.8 43.0 445 430 33.7 386 426 419 379 35.2
30 34.1 421 435 420 325 368 412 398 354 330
V3o (ml) 3.8 4.2 4.5 4.5 4.0 4.3 4.5 4.2 3.6 4.0
Ao (ng/ml) [ 50.3 49.0 514 49.1 420 488 51.2 512 511 47.9
e.e. 0.8 0.4 0.9 0.4 0.5 0.4 0.1 0.6 0.3 0.3
Ka (h'l) 0.75 0.32 0.37 0.32 051 057 0.44 0.51 0.72 0.75
e.e. 0.05 003 0.06 003 004 0.03 001 0.04 0.02 0.02
r? 0.980 0.975 0.907 0.976 0.981 0.990 0.999 0.979 0.998 0.996

kot d.e.=0.52+ 0.17 h! (Cv= 31.89 %)
Pert d.e.= 1.59-10° + 0.51-10° cm/s

Cuadro 3.54 concentraciones de acamprosato remanentes g/ml) en el lumen intestinal a los
distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusion de una solucién de acamprosato 55 ng/m|
y caprato sddico 13 mM en el tramo medio del intestino delgado de la rata. Se indica, asimismo, el volumen
remanente final del ensayo (Vx) y los parametros del ajuste obtenidos en cada caso, acompafiados de sus
errores estandar (e.e.) y del coeficiente de determinacion (r%). Finalmente se indican la constante de velocidad
de absorcion media (ki) y el coeficiente de permeabilidad medio (Per), ambos con su desviacion estandar (d.e.).
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Tiempo Concentracién remanente en lumen (ng/ml)

(min) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

5 48.0 47.0 46.8 48.1 46.6 488 464 451 479 420
10 457 454 453 457 46.2 46.6 431 446 453 38.6
15 435 434 434 440 448 448 410 427 428 357
20 40.7 420 427 418 439 429 39.0 415 412 334
25 379 406 417 414 43,0 427 377 40.1 396 309
30 36.0 393 40.7 398 413 420 351 386 37.7 293

V3o (M) 4.3 4.6 4.4 4.3 4.6 4.1 3.7 4.3 4.3 4

Ao(ng/ml) | 51.3 48.6 47.8 495 48.1 49.7 485 47.0 499 449

e.e. 0.4 0.2 0.4 0.5 0.4 0.7 0.5 0.3 0.3 0.3

ka (h™) 0.70 0.43 0.34 0.45 0.28 0.37 0.64 0.39 0.57 0.88

e.e. 0.02 0.01 002 003 002 005 003 002 002 0.03

r? 0.995 0.997 0.981 0.978 0.971 0.939 0.990 0.986 0.994 0.997

ka* d.e.=0.51+0.19 h? (CV=37.54 %)

Pz d.e.=1.54.10°+ 0.57-10° cm/s

Cuadro 3.55 concentraciones de acamprosato remanentes @g/ml) en el lumen intestinal a los
distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusion de una solucion de acamprosato 55 ng/ml
y caprato sodico 16 mM en el tramo medio del intestino delgado de la rata. Se indica, asimismo, el volumen
remanente final del ensayo (Vx) y los pardmetros del ajuste obtenidos en cada caso, acompariados de sus
errores estandar (e.e.) y del coeficiente de determinacion (r%). Finaimente se indican la constante de velocidad
de absorcion media (ki) y el coeficiente de permeabilidad medio (Per), ambos con su desviacion estandar (d.e.).
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0,8

0,71
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0,34

0,2 4

0,1 4
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I Grupo control
I C10 13 mM
I C10 16 mM

Figura 3.22 Representacion grafica de los valores medios de la constante de velocidad de absorcion
del acamprosato &.) en ausencia y presencia de caprato sédico (13 y 16 mM) acompafiados de sus
desviaciones estandar (d.e.) en todos los grupos ensayados.

Grupo Caprato sédico n ke + d.e.(h™)
H-0 0 10 0.29 +0.07"
H-1 13 10 0.52 + 0.17°
H-2 16 10 0.51+0.19°

Signific. - - P<0.001

Cuadro 3.56 valores medios de la constante de absorcién del acamprosato (k.) acompafiados de sus

desviaciones estandar (d.e.), en ausencia y en presencia de caprato sodico (13 y 16 mM). Aquellos valores
con superindices distintos presentan diferencias significativas entre ellos (p<0.05).
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B) Estudio de la influencia del tiempo de exposicion del promotor

En los Cuadros 3.57 a 3.59 se exponen los valores de las concentraciones remanentes
corregidas de acamprosato, obtenidas para cada tiempo de muestreo en cada uno de los
animales sometidos a ensayo. Adicionalmente, se exponen el resto de pardmetros
empleados en este tipo de estudios, tal y como se describe en el Epigrafe 3.3.3.1.

En la Figura 3.23 se representan las constantes medias de velocidad de absorcion del
acamprosato junto con su desviacion estandar, para los distintos grupos ensayados.

En el Cuadro 3.60 se resumen los valores medios (y su desviacion estandar) de la
constante de velocidad de absorcion del acamprosato obtenidas en los ensayos
realizados, asi como los resultados del andlisis estadistico realizado.

Los resultados obtenidos indican que un tiempo de exposicién previa de 40 minutos
no condiciona el efecto promotor del caprato sodico en la absorcion intestinal del
acamprosato.
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Tiempo Concentracion remanente en lumen (ng/ml)

(min) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
5 43.1 436 695 37.0 378 46,5 483 43.8 489 436
10 419 429 669 36,5 371 464 48.1 434 457 434
15 40.7 413 639 36.1 365 451 475 428 449 428
20 39.6 409 608 359 359 435 46.7 420 432 421
25 385 399 605 352 354 428 459 416 414 415
30 375 395 608 342 353 416 455 412 39.7 410

V3o (Ml) 4.7 4.6 4 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4 4.7

Ao(ng/ml) | 443 445 706 376 382 481 49.1 444 503 444

e.e. 0.0 0.3 1.4 0.3 0.2 0.4 0.2 0.1 0.5 0.1

ka(h'l) 0.34 0.25 0.36 0.17 0.17 0.29 0.15 0.15 0.47 0.16

e.e. 0.00 0.02 006 002 001 003 001 0.01 0.08 0.01

r? 1.000 0.975 0.884 0.940 0.979 0.965 0.973 0.987 0.983 0.986

Kt d.e.= 0.25+ 0.08 h (CV= 33.53 %)

Pert d.e.= 0.76:10° + 0.26-10° cm/s

Cuadro 3.57.concentraciones de acamprosato remanentes fg/ml) en el lumen intestinal a los
distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusion de una solucién de acamprosato 55
ng/ml, previa perfusion durante 40 minutos de 5 ml de solucién de lavado (Grupo 1-0) en el tramo medio del
intestino delgado de la rata. Se indica, asimismo, el volumen remanente final del ensayo (Vx) y los pardmetros
del ajuste obtenidos en cada caso, acompafiados de sus errores estandar (e.e.) y del coeficiente de
determinacién (r?). Finalmente se indican la constante de velocidad de absorcién media (k.) y el coeficiente de
permeabilidad medio (Pef), ambos con su desviacién estandar (d.e.).
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Tiempo Concentracion remanente en lumen (ng/ml)

(min) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
5 435 465 426 428 395 449 448 398 453 424

10 428 446 404 422 38.7 428 43.0 37.8 43.7 414
15 415 422 378 409 370 39.0 415 36.6 422 394
20 40.3 405 355 400 356 37.0 395 355 411 387
25 393 390 329 384 335 328 375 340 403 37.0
30 380 377 304 375 326 327 362 330 391 36.0
V3o (ml) 4.6 4.6 4 4.7 4.4 4.1 4.6 4.7 4.6 4.6
Ao(ng/ml) | 449 484 459 443 416 485 469 41.0 463 440
e.e. 0.2 0.3 0.4 0.0 0.4 1.0 0.2 0.2 0.2 0.3
ka (h'l) 0.33 0.52 0.80 0.33 0.49 0.84 0.52 0.44 0.34 0.40
e.e. 001 0.02 003 002 003 007 0.02 0.02 0.02 0.02
r? 0.993 0.994 0.995 0.984 0.986 0.974 0.997 0.993 0.991 0.990

ko d.e.= 0.50 + 0.18 h! (CV= 36.84 %)
Pert d.e.= 1.52:10° + 0.56-10° cm/s

Cuadro 3.58 concentraciones de acamprosato remanentes (/ml) en el lumen intestinal a los
distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusion de una solucién de acamprosato 55 ng/ml
y caprato sédico 16 mM, previa perfusiéon durante 40 minutos de 5 ml de liquido de lavado (Grupo 1-00)
en el tramo medio del intestino delgado de la rata. Se indica, asimismo, el volumen remanente final del ensayo
(Va0) y los parametros del ajuste obtenidos en cada caso, acompafiados de sus errores estandar (e.e.) y del
coeficiente de determinacién (r?). Finaimente se indican la constante de velocidad de absorcién media (ka) y el
coeficiente de permeabilidad medio (Pes), ambos con su desviacion estandar (d.e.).
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Tiempo Concentracién remanente en lumen (ng/ml)

(min) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
5 414 412 420 458 429 446 419 402 419 38.9

10 40.8 385 403 43.8 398 430 410 387 410 379
15 38.1 371 385 422 394 405 39.2 369 40.2 359
20 36.0 353 374 407 366 398 379 361 398 358
25 338 341 368 398 363 375 367 348 39.0 341
30 31.1 317 351 384 349 359 357 330 384 333
V3o (M) 4.4 4.3 4.5 4.5 4.4 4.5 4.6 4.7 4.7 4.5
Ao (ng/ml) | 44.8 43.0 432 471 440 466 434 417 425 401
e.e. 0.8 0.4 0.4 0.3 0.7 0.4 0.2 0.3 0.1 0.4
ka(h?) |0.68 0.59 0.41 0.42 0.49 0.51 0.40 0.45 0.20 0.38
e.e. 0.06 0.03 003 002 005 003 0.02 0.02 0.01 0.03
r? 0.972 0.990 0.983 0.992 0.952 0.989 0.994 0.992 0.993 0.974

ke+ d.e.=0.45+ 0.13 h* (CV=28.42 %)
Pert d.e.= 1.38:10° + 0.39-10° cm/s

Cuadro 3.59 concentraciones de acamprosato remanentes (g/ml) en el lumen intestinal a los
distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas tras la perfusion de una solucién de acamprosato 55
ng/ml y caprato sédico 16 mM, previa perfusién durante 40 minutos de 5 ml de solucién de caprato
sodico 16 mM (Grupo I-1) en el tramo medio del intestino delgado de la rata. Se indica, asimismo, el
volumen remanente final del ensayo (Vso) y los parametros del ajuste obtenidos en cada caso, acompariados de
sus errores estandar (e.e) y del coeficiente de determinacién (). Finalmente se indican la constante de
velocidad de absorcion media &) y el coeficiente de permeabilidad medio Per), ambos con su desviacion

estandar (d.e.).
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Figura 3.23 Representacion grafica de las constantes medias de velocidad de absorcién del
acamprosato, junto a su desviacién estandar, en ausencia y presencia de una disolucién de caprato sédico 16
mM en las distintas condiciones de ensayo.

1-0 Liquido lavado. 4C-acamprosato 10 0.25 + 0.08"

1-00 Liquido lavado C-10 (16 mM)+**C-acamprosato 10 0.50 +0.18°

1-1 C-10 (16mM) C-10 (16mM)+**C-acamprosato 10 0.45+0.13°
Signif. - - - P<0.001

Cuadro 3.60 valores medios de la constante de absorcion del acamprosato (k.) acompafiados e sus
desviaciones estandar (d.e.), determinados en los distintos grupos ensayados para el estudio de b influencia
del tiempo de exposicion del caprato sodico. Aquellos valores con superindices distintos presentan
diferencias significativas entre ellos (p<0.05).
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3.3.3.2 Ensayos In vivo

En la Figura 3.24 se han representado graficamente los porcentajes medios de dosis
de '*C-acamprosato administrado, junto con su desviacién estandar, excretado en la
orina de los animales en ausencia y presencia de distintas concentraciones (13, 16 y 50
mM) de caprato sddico. Adicionalmente en el Cuadro 3.61 se resumen estos mismos
resultados junto al analisis estadistico correspondiente.

Aungue los valores medios de porcentaje de dosis de acamprosato excretada en orina
obtenidos en los grupos tratados con caprato sodico son superiores al obtenido en el
grupo control, el andlisis estadistico empleado (ANOVA) no detectd la existencia de
diferencias estadisticamente significativas.

40

35 4

30

25 4

20 4

15

10 1

Cantidad excretada en orina (% de Dosis)

I Grupo control
B 13 mM C10
I 16 mM C10
[ 50 mm C10

Fig ura 3.24 Representacion grafica de las cantidades medias de dosis de acamprosato (expresadas
como porcentaje) excretada en la orina en ausencia y presencia de caprato sodico (13, 16 y 50 mM)
acompafiadas de su desviacion estandar obtenidas en todos los grupos ensayados.
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Cuadro 3.61 valores medios del porcentaje de dosis de acamprosato excretado en orina tras su
administracion por via oral en el animal despierto en ausencia y en presencia de caprato sédico (13, 16 y 50
mM). Junto a los valores promedio se indica la correspondiente desviacion estandar.
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3.3.3.3 Ensayos In vitro

A continuacion se detallan los valores de las cantidades acumuladas de acamprosato
0 manitol por unidad de superficie en el compartimento receptor para cada tiempo de
muestreo. También se indican los valores individuales y promedio de permeabilidad
efectiva (Pef) junto a su desviacion estandar (d.e.).

En los Cuadros 3.62 a 3.65 se resefian los resultados obtenidos tras la exposicion de
la monocapa celular a una solucion de manitol 8.2 mM en ausencia (Grupo K-0) y
presencia de caprato sédico a las concentraciones de 13 (Grupo K-1), 16 (Grupo K-2)
y 16 mM con pre-exposicion de 40 min (Grupo K-3).

En el Cuadro 3.66 se resumen los resultados correspondientes a la determinacién de
la permeabilidad efectiva del acamprosato sin la presencia de ningln promotor. En este
bloque de experimentos se calculd la permeabilidad en sentido apical-basolateral (Pag)
(Grupo L-0) y sentido basolateral-apical (Pga) (Grupo L-00) del acamprosato a la
concentracion de 4.9 mM.

El cociente entre los valores de permeabilidad efectiva del acamprosato determinados
en sentido apical-basolateral y basolateral-apical (Pga/Pag) fue de 1.01 + 0.16, indicando
que la permeabilidad no se ve favorecida en ninguno de los dos sentidos. Por tanto, estos
resultados parecen indicar que es poco probable la existencia de transportadores o
mecanismos de excrecion implicados en el transporte del acamprosato a nivel intestinal.

Los resultados correspondientes al estudio de la permeabilidad del acamprosato 4.9
mM en presencia de caprato sédico 13 mM (Grupo L-1), 16 mM (Grupo L-2)y 16
mM con pre-exposicion de 40 min. (Grupo L-3) se muestran en los Cuadros 3.67 a
3.69.

En la Figura 3.25 se representan, los valores medios de permeabilidad efectiva
determinada in vitro (Pe) del manitol y del acamprosato, junto a su desviacion
estandar, en ausencia y presencia de caprato sédico en las distintas condiciones de
ensayo. Adicionalmente en el Cuadro 3.70 se resumen dichos valores junto al resultado
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del analisis estadistico realizado. Como se puede observar, las permeabilidades de ambas
moléculas se incrementan a medida que las concentraciones del promotor y el tiempo de
exposicién al mismo.

Los resultados obtenidos muestran que permeabilidad efectiva del manitol aumenta
en presencia del caprato sédico (13, 16 6 16 mM con pre-exposicion) hasta un 177, 260
6 804% respectivamente (P<0.001) en relacion al grupo control. Paralelamente, el
analisis estadistico también determiné la existencia de diferencias estadisticamente
significativas (P<0.001) entre las permeabilidades de acamprosato determinadas en
ausencia y presencia de caprato sddico (13, 16 6 16 mM con pre-exposicion). El
incremento registrado en la Pes del acamprosato en estos grupos experimentales fue del

119, 144 y 233 % respecto al grupo control.

Los resultados correspondientes a la prueba de comparacion mdultiple (test de Tukey)
entre las diferentes condiciones ensayadas se muestran en el Cuadro 3.71.

Adicionalmente, se incluye un Cuadro resumen (Cuadro 3.72) donde se indican los
valores medios y la desviacion estandar de la resistencia transepitelial (TEER), expresada
como porcentaje del valor inicial, de la monocapa celular medida al finalizar cada uno de
los ensayos (t=150 min).
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Manitol 8.2 nM

Tiempo Cantidad acumulada por superficie (ng/cn?)
(i) 1 2 3 4
30 0.70 0.55 0.72 0.81
60 1.65 1.37 1.20 1.62
90 2.94 2.06 1.72 2.22
120 3.83 2.92 2.26 3.04
150 5.07 3.68 3.04 3.25
Pes (cm/s) | 4.04-107  2.93-107  2.14.107 2.39-107

Pes = d.e.= 2.80-107 + 0.85-10"" cm/s

Cuadro 3.62 cantidades acumuladas de manitol por unidad de superficie (ng/cn?) en el
compartimento receptor a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas con una solucién de manitol

8.2 nM (grupo K-0). Adicionalmente, se indica el coeficiente de permeabilidad individual er), asi como el
valor medio acomparfiado de su desviacion estandar (d.e.).
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Manitol 8.2 nM + C10 13mM

Tiempo Cantidad acumulada por superficie (ng/cm?)
(i) 1 2 3 4
30 1.39 1.38 0.77 0.88
60 2.62 2.49 1.74 1.68
90 4.59 3.87 2.89 2.45
120 7.22 5.84 3.71 3.88
150 8.61 8.02 5.12 5.35
Pet (cm/s) | 6.45-107 5.70-107 3.75-10° 3.93.10”

Pes+ d.e.= 4.95-1077 + 1.33-10'cm/s

Cuadro 3.63 cantidades acumuladas de manitol por unidad de superficie (ng/cn?) en el
compartimento receptor a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas con una solucién de manitol

8.2 nM y caprato sodico 13 mM (grupo K-1). Adicionalmente, se indica el coeficiente de permeabilidad
individual (Pes), asi como el valor medio acompafado de su desviacion estandar (d.e.).
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Manitol 8.2 MM + C10 16 mM

Tiempo Cantidad acumulada por superficie (ng/cn?)
(min) 1 2 3 4
30 1.34 1.05 0.68 1,20
60 2.96 2.29 2.44 2.85
90 4.83 4.21 4.52 4.18
120 7.42 6.58 6.68 6.93
150 11.36 9.88 10.55 10.06
Pet (cm/s) | 8.41-107 7.56-107 6.72-107 6.39-107

Pes+ d.e.= 7.27-107 + 0.91-107 cm/s

Cuadro 3.64 cantidades acumuladas de manitol por unidad de superficie (ng/cn?) en el
compartimento receptor a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas con una soluciéon de manitol

8.2 "M y caprato sodico 16 mM (grupo K-2). Adicionalmente, se indica el coeficiente de permeabilidad
individual (Pes), asi como el valor medio acompafado de su desviacion estandar (d.e.).
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Manitol 8.2 nivi +C10 16 mM (40 min. pre-exposicion)
Tiempo Cantidad acumulada por superficie (ng/cm?)
() 1 2 3 4 5
30 1.06 0.81 1.29 1.51 2.09
60 3.31 2.84 3.42 5.22 6.80
90 6.99 6.64 8.27 10.67 12.28
120 12.50 11.81 13.98 18.68 24.19
150 22.40 22.26 24.87 30.98 36.17
Per (cm/s) | 20.03-107 19.38- 107 21.31-107 26.95-107 24.95-107
Per * d.e.= 22.52.10 + 3.28-10'cm/s

Cuadro 3.65 cantidades acumuladas de manitol por unidad de superficie (ng/cn?) en el
compartimento receptor a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas con una solucién de manitol
8.2 nM y caprato sddico 16 mM, tras la pre-exposicion de la monocapa celular a una solucion de caprato

sédico 16 mM durante 40 minutos (grupo K-3). Adicionalmente, se indica el coeficiente de permeabilidad
individual (Per), asi como el valor medio acompafiado de su desviacion estandar (d.e.).
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Acamprosato 4.9nmM + C10 13 mM
Tiempo Cantidad acumulada por superficie (ng/cm?)
(i) 1 2 3 4 5
30 3.33 2.63 2.95 7.18 8.18
60 7.45 7.73 8.15 12.22 12.53
90 11.36 13.51 11.80 17.35 16.72
120 15.54 16.63 15.81 21.90 21.14
150 20.75 18.99 19.61 25.98 24.44
Pet (cm/s) | 12.12-107 11.85-107 11.73-107 13.70-107 11.91-107
Per+ d.e.= 12.26-10 + 0.82-10"" cm/s

Cuadro 3.67 cantidades acumuladas de acamprosato por unidad de superficie (ng/cn?) en el
compartimento receptor a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas con una solucién de

acamprosato 4.9 nM y caprato soédico 13 mM (grupo L-1). Adicionalmente, se indica el coeficiente de
permeabilidad individual (Pef), asi como el valor medio acompafiado de su desviacion estandar (d.e.).
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Acamprosato 4.9 mM + C10 16 mM

Tiempo Cantidad acumulada por superficie (ng/cm?)
() 1 2 3 4
30 2.26 4.68 6.24 6.25
60 9.88 9.76 12.57 13.02
90 14.35 13.59 19.04 18.68
120 18.22 17.85 24.42 23.52
150 23.12 25.86 30.45 29.48
Pes (cm/s) | 14.26-107 14.30-107 15.94.107 15.07-107

Per+ d.e.= 14.89-107 + 0.79-10 cm/s

Cuadro 3.68 cantidades acumuladas de acamprosato por unidad de superficie (ng/cn?) en el
compartimento receptor a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas con una solucién de
acamprosato 4.9 nM y caprato sédico 16 mM (grupo L-2). Adicionalmente, se indica el coeficiente de
permeabilidad individual (Per), asi como el valor medio acompafiado de su desviacion estandar (d.e.).
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Acamprosato 4.9 mM + C-10 16 mM (40 min. pre-exposicion)

Tiempo Cantidad acumulada por superficie (ng/cm?)
(min) 1 2 3 4 5
30 4.38 2.10 3.99 4.81 5.53
60 10.09 7.21 10.33 10.64 12.15
90 16.41 16.51 16.77 15.77 19.89
120 25.75 27.36 27.85 24.43 33.52
150 35.94 37.35 39.25 34.32 43.50
Pet (cm/s) | 22.57-107 25.74-107 25.29-107 21.51-107 25.75-107

Per+ d.e.: 24.11-107 + 1.99-10 cm/s

Cuadro 3.69 cantidades acumuladas de acamprosato por unidad de superficie (ng/cn?) en el
compartimento receptor a los distintos tiempos de toma de muestra, obtenidas con una solucién de

acamprosato 4.9 nM y caprato soédico 16 mM, tras la pre-exposicion de la monocapa celular a una
solucién de caprato sodico 16 mM durante 40 minutos (grupo L-3). Adicionalmente, se indica el coeficiente de
permeabilidad individual (Per), asi como el valor medio acompafiado de su desviacion estandar (d.e.).
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Figura 3.25 Representacion grafica de los valores de permeabilidad efectiva Pef) de manitol y

acamprosato en ausencia y en presencia de caprato soédico (13, 16 y 16mM con pre-exposicion de 40
minutos). Junto a los valores promedio se ha representado su desviacion estandar (d.e.).
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Figura 3.26 Representacion grafica de los valores medios y desviacién estandar de la resistencia

transepitelial (TEER), expresada como porcentaje del valor inicial, de la nonocapa celular medida al finalizar
cada uno de los ensayos (t=150 min).
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C-10 (MM) Manitol Acamprosato
Pet (x107 cm/s) Pet (107 cm/s)
0 2.80 +0.85 10.33+ 1.58
13 4.95+1.33 12.26 + 0.82
16 7.27+0.91 14.89 % 0.79
16 (Pre-exp.) 22.52+3.28 2411+ 1.99
Significacion P<0.001 P<0.001

Cuadro 3.70 Resumen de los valores medios y desviacién estandar de las permeabilidades efectivas
(Per) de manitol y acamprosato en ausencia y presencia de caprato sddico (C-10) a las concentraciones de
13, 16 y 16 mM tras una preexposicion de 40 minutos de la monocapa celular a una solucién de C-10 16 mM.
Junto a los valores promedio se indica la correspondiente desviacion estandar.

Manitol Acamprosato
C-10 (mM) O 13 16 16Pre C-10 (mM) O 13 16 16 Pre
0 0 -
13 NS - 13 NS -
16 S NS - 16 S S -
16 Pre-exp. S S S - 16 Pre-exp S S S -

Cuadro 3.71 Resultado de la prueba de comparacion mditiple de Tukey de los valores de

permeabilidad efectiva (Pef) de manitoly acamprosato en ausencia y presencia del caprato sédico en las
distintas condiciones de ensayo, para un nivel de significacion global de P=0.05 (S: diferencias significativas; NS

sin diferencias significativas)
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Manitol Acamprosato
| caomw) | TEER(®) __ TEER(%)
0 (AP-BL) 98.3+3.9° 99.2+ 2.4
0 (BL-AP) - 98.4+ 4.6
13 62.7+6.5 51.1+4.5
16 36.4+4.T 42.2+7.9
16 (Pre-exp) 23.7+2.3 20.3+4.0°

Cuadro 3.72 valores medios y desviacion estandar de la resistencia transepitelial (TEER), expresada
como porcentaje del valor inicial, de la monocapa celular medida al finalizar cada uno de los ensayos (t=150
min). Aquellos valores con superindices distintos presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
entre ellos determinadas mediante la prueba de comparacion maltiple de Tukey.






4. DISCUSION

4.1 METODOS ANALITICOS

Para la realizacién de un estudio farmacocinético es necesario contar con un método
de valoracién sensible, exacto y preciso con el fin de poder cuantificar el farmaco en las
muestras biologicas recogidas. Por ello, esta es la primera cuestion que se debe resolver
cuando se aborda un estudio de esta indole.

Las técnicas de cromatografia liquido-liquido de alta eficacia (HPLC) son, en la
actualidad, una excelente opcion. Sin embargo, estudios previos en los que se empled la
cromatografia de alta eficacia con deteccion UV para la valoracion de acamprosato,
mostraron unos niveles de sensibilidad muy bajos CHABENAT vy cols., 1987, 1988 y
1989). En concreto, la cromatografia liquida s6lo permite detectar concentraciones de
farmaco superiores a 30 pg/ml aproximadamente.
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Aunque se han empleado otros métodos analiticos para la cuantificacion del
acamprosato en muestras bioldgicas, sus resultados han sido poco satisfactorios. Tal y
como se ha indicado en el Epigrafe 1.1.2 el acamprosato o acetilhomotaurinato calcico
es altamente soluble en agua y en la mayoria de fluidos biolégicos, donde se encuentra
casi totalmente disociado CHABENAT vy cols., 1988). En concreto se disocia en dos
moléculas de acetlhomotaurina y un i6n calcio. La deteccion directa mediante
espectrofotometria UV del acetilhomotaurinato, es un método poco sensible, por lo que
en 1987 se propuso un método analitico alternativo que consiste en hidrolizar la
acetilhomotaurina a homotaurina. A continuacién se puede derivatizar el grupo amino
primario funcional de la homotaurina con o-ftalaldehido (CHABENAT vy cols., 1987). El
derivado formado se puede detectar mediante fluorescencia o deteccion electroquimica,
hasta niveles de sensibilidad del orden de nanogramos o picogramos.

Sin embargo, algunos autores (GIRAULT y cols., 1990) consideran que esta técnica no
es lo suficientemente especifica para estudiar la farmacocinética y biodisponibilidad de
este farmaco, proponiendo el empleo de un método de cromatografia de gases
combinado con espectrometria de masas. Este Ultimo método permite cuantificar con
precision y exactitud los niveles de acetilhomotaurinato tras su administracién. Ademas
puede ser de gran utilidad en los ensayos clinicos desarrollados en humanos debido a su
elevada sensibilidad. Sin embargo, su aplicacion en un animal de experimentacién
pequefio, como es la rata Wistar, parece poco viable puesto que necesita un elevado
volumen de plasma (1ml) para realizar la cuantificacién.

Como se puede apreciar, el empleo de la técnica analitica adecuada es crucial para el
correcto desarrollo de este tipo de estudios. Asi, determinados autores (SAIVIN y cols.,
1998) sugieren, que las distintas técnicas analiticas empleadas por los diferentes autores
para la valoracion del acamprosato en orina y plasma, puede ser la causa de la
disparidad de resultados obtenidos. De este modo mientras que *Jaillon y Salvat en 1991
empleando como método de valoraciéon del farmaco la cromatografia liquida de alta
resolucion, determinaron que en el ser humano se excreta aproximadamente el 90% de
la dosis administrada de forma inalterada a través de la orina, *Fourtillan en 1990
utilizando la cromatografia gaseosa en conjuncion con espectrometria de masas obtuvo
un 49% para este mismo parametro.
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Para la realizacion de la presente Memoria, se seleccioné como técnica analitica la
medida de la radiactividad del **C-acamprosato por medio de un contador de centelleo en
fase liguida. Esta técnica es extremadamente sensible y no necesita un volumen elevado
para su cuantificacion. Sin embargo, su mayor inconveniente radica en su falta de
especificidad. Por lo tanto, para extraer cualquier conclusidn acerca de la farmacocinética
del acamprosato a partir del contaje radiactivo, se debe de tener la certeza de que no
exista ningun proceso de metabolismo o degradacion quimica de la molécula. En este
sentido, dversos autores han demostrado que la acetilhomotaurina es estable en el
plasma CHABENAT y cols., 1987) y no se metaboliza a homotaurina en el medio
biolégico (SOYKA, 1996; SAIVIN y cols., 1998).

No obstante, en la presente Memoria, con la finalidad de confirmar la ausencia de
procesos metabolicos o de degradacion quimica del acamprosato, se ha estudiado la
integridad tanto del acamprosato (grupo experimental A-1) como del **C-acamprosato
(grupos C-1, C-2 y C-3) en la orina de los animales tratados. Para ello se empled un
método de HPLC con deteccién UV que permite la deteccion de la acetilhomotaurina. Este
método, puesto a punto en nuestro laboratorio, permite un analisis rapido y especifico de
los elevados niveles de farmaco presentes en la orina. los resultados obtenidos en los
ensayos de determinacion de la fracciéon de acamprosato inalterado excretado en la orina
(Cuadro 3.7) han puesto de manifiesto que el 95.0 £ 13.9 % de la dosis administrada de
farmaco (22 mg por via intravenosa rapida) aparece de forma inalterada en la orina de
los animales tratados.

Adicionalmente, las muestras de orina obtenidas en los ensayos de estimacién del
aclaramiento total y renal en estado estacionario se sometieron a andlisis mediante HPLC.
A continuacién se recogié la fraccion correspondiente al pico cromatografico de
acetilhomotaurina. El contaje mediante centelleo liquido de la fraccion recogida
demuestra que el *C-acamprosato también aparece inalterado en la orina de los
animales (el porcentaje medio de recogida de radiactividad en la fraccion obtenida tras
su inyeccion en el sistema cromatografico correspondié d 101 + 18% de la muestra
bioldgica original).

En consecuencia, nuestros resultados confirman los resultados previos de otros
autores acerca de la estabilidad del acamprosato en el medio biolégico y ausencia de
metabolismo vy justifican el empleo del contaje de centelleo en fase liquida como un
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método analitico adecuado para nuestras condiciones experimentales. La técnica
presenta un limite de sensibilidad que nos permite cuantificar, con un bajo error, la
radiactividad (@ 200 Cpm) presente en las muestras correspondientes a los ultimos
tiempos experimentales, permitiendo un analisis mas prolongado en el tiempo.

4.2 ESTUDIO DE LA ELIMINACION DEL ACAMPROSATO

Los resultados obtenidos en la presente Memoria indican claramente que:

» La farmacocinética del acamprosato en la rata es lineal al menos en el ambito de
concentraciones plasmaticas ensayadas.

> El farmaco se elimina inalterado fundamentalmente mediante excreciéon renal
siendo los mecanismos implicados la filtracién glomerular y la secrecion tubular
activa.

» El probenecid es capaz de inhibir la excrecién renal del acamprosato y, por tanto,
alterar su disposicion en la rata.

4.2.1 Linealidad cinética y eliminacién del acamprosato

El estudio de la linealidad farmacocinética del acamprosato se ha realizado tras la
administracion intravenosa rapida de tres dosis diferentes del farmaco (2.8, 11 6 22 mg),
que equivalen a 9.3, 36.6 y 73.3 mg/kg, entre las que se incluye la dosis empleada en
humanos (11 mg/kg).

La comparacion de los principales parametros farmacocinéticos del farmaco
(ty,,,Vdgy AUC;, Cl,, U2, C,, K, K, Koy MRT) obtenidos en los grupos B-
1, B-2 y B-3 no reveld ninguna diferencia estadisticamente significativa entre ellos
(Cuadros 3.20 y3.21) evidenciando un comportamiento lineal de su farmacocinética.
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No obstante, k linealidad en la disposicion del acamprosato se manifiesta de forma
patente cuando se estudian los valores del parametro AUCS‘ obtenidos con las tres
dosis ensayadas (2.8, 11 y 22 mg), que son 467.76 + 52.40, 1970.6 + 152.0 y 3898.8 £
324.7 ny.min/ml. El andlisis estadistico (ANOVA) realizado sobre los valores de AUC ,
normalizados para la menor de las dosis ensayadas, no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre ellos (Cuadro 3.20); es decir, los valores de AUC:
crecieron linealmente con el incremento en las dosis ensayadas. Este crecimiento
practicamente lineal en los valores de AUC, , conduce a unos valores de Cl,
equivalentes, desde el punto de vista estadistico, para el acamprosato en los animales de
los grupos experimentales B-1, B-2y B-3 (6.04 + 0.67, 5.60 £ 0.44 y 5.72 £ 0.51
ml/min respectivamente.

Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con los obtenidos por otros autores
(*JAILLON y SALVAT, 1991) en humanos sanos. Aunque no se aportan datos exhaustivos
sobre la farmacocinética del acamprosato tras su administracién intravenosa, estos
autores no encontraron diferencias estadisticamente significativas en los valores de
semivida bioldgica ni en la fraccién de dosis excretada en orina en 24 horas tras la
perfusion intravenosa (10 minutos) de 10, 20 y 30 mg/kg de acamprosato, al igual que
ha ocurrido en nuestros experimentos.

Del mismo modo, los resultados obtenidos en nuestros experimentos de perfusién
intravenosa a velocidad constante vienen a corroborar las afirmaciones hasta ahora
realizadas. Asi, los valores de la concentracién plasmatica media del acamprosato en
estado estacionario (Css) obtenidas en los ensayos en los que se administrd el farmaco
mediante perfusion intravenosa a tres velocidades de perfusion diferentes (2.6, 132.5y
530 pg/min) crecieron linealmente con la dosis (el andlisis estadistico (ANOVA), realizado
sobre los valores de Cgs, normalizados para la menor de las dosis ensayadas, no mostré
diferencias estadisticamente significativas entre ellos (Cuadro 3.25)).

A la luz de todas las experiencias realizadas, se puede concluir que el acamprosato
presenta una disposicién lineal en el ambito de concentraciones estudiadas, tanto en
condiciones de estado estacionario como tras una administracion intravenosa rapida. Este
hecho es significativo, pues simplifica enormemente el disefio de pautas posolégicas en
los tratamientos con acamprosato.
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En lo relativo a la eliminacién del acamprosato, los resultados obtenidos en la
presente Memoria indican claramente que este farmaco se elimina inalterado via renal
casi en exclusividad. Son varios los experimentos que lo confirman. Por un lado, en los
ensayos de determinacion de las curvas de nivel plasméatico tras la administracion
intravenosa rapida de tres dosis de acamprosat se obtuvo un valor promedio de U024:
95.5 + 2.77%. Por otro lado, los experimentos de determinacion de la fraccion inalterada
de acamprosato en orina tras su administracion intravenosa rapida arrojaron un valor
promedio de 95.0 + 13.9% en las 6 horas posteriores a la administracion, y por Gltimo los
experimentos realizados en estado estacionario indican que el Clr corresponde al 96.0 +
1.02% del Cl, (ver Cuadro 3.25).

Llama la atencién los elevados valores de aclaramiento total y renal encontrados para
el acamprosato. Asi, el aclaramiento total obtenido tras la administracion intravenosa
rapida del farmaco oscil6 entre 6.04 + 0.67 y 5.60 + 0.44 ml/min, valores practicamente
equivalentes al valor del flujo plasmatico renal en la rata, que segun la bibliografia se
sitia en torno a 5.89 + 1.73 ml/min GRANERO vy cols., 1993), y que claramente
sobrepasa la tasa de filtraciéon glomerular (GFR) (2.76 + 0.10 ml/min) en el mencionado
animal (GRANERO y cols., 1994). El mismo comportamiento puede observarse en los
resultados obtenidos en los experimentos realizados es estado estacionario; asi, se puede
observar que el valor de Cl, determinado en condiciones de estado estacionario en los
tres grupos experimentales (4.60 = 0.42 ml/min (grupo C-1), 4.28 = 0.52 ml/min (grupo
C-2), 4.08 £ 0.67 ml/min (grupo C-3)) supera la tasa de filtracion glomerular calculada
en cada experimento (el cociente Clr | GFR siempre ha sido claramente superior a 1).

Estos resultados evidencian, que la filtracién glomerular no es el Gnico mecanismo de
excrecion renal implicado en la eliminacion del farmaco, debiendo existir también algun
proceso de secrecidon tubular activa, altamente efectivo, que seria responsable del alto
valor de Cl, obtenido.

Los procesos de secrecién tubular activa son susceptibles de saturarse cuando se
incrementan los niveles plasmaticos del farmaco, ocasionando una disminucion
progresiva de los valores de aclaramiento total y aclaramiento renal, conduciendo a la
aparicion de no linealidades en la cinética del farmaco. Sin embargo, no parece ser éste
el caso del acamprosato, puesto que tal y como se indicé anteriormente, no se
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detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los valores de Cl, de los tres
grupos experimentales B-1, B-2 y B-3 (Cuadro 3.20) ni entre los valores de CIt o} Clr
de los grupos C-1, C-2 y C-3. Por tanto, todo parece indicar que el proceso de secrecion
tubular no sélo parece poseer una elevada eficacia, sino también una alta capacidad,
siendo dificil lograr su saturacion.

Aunque en los resultados obtenidos en los experimentos realizados en estado
estacionario no se identificaron de un modo significativo diferencias entre los valores de
CIt y CIr (Cuadro 3.24), si se puede observar que estos parametros muestran una
tendencia a disminuir a medida que aumenta la concentracién de farmaco perfundida.
Por ejemplo, los valores de CIr disminuyeron desde 4.60 = 0.42 ml/min para una
velocidad de perfusion de 2.6 pg/min, pasando por 4.28 + 0.52 ml/min para la velocidad
de perfusion intermedia (132.5 pg/min) hasta 4.08 = 0.67 ml/min obtenida con una
velocidad de perfusion de 530 pg/min. Los valores de Cltmuestran un comportamiento
similar, hecho totalmente logico si consideramos que el CIr es aproximadamente el 96%
del Clt. Aunque este hecho podria deberse a un cierto grado de saturacion del proceso
de excrecion renal del acamprosato en la rata, tampoco descartamos que la disminucién
observada sea debida, probablemente, a un progresivo fracaso renal ocasionado por el
propio farmaco: de hecho cuando se intentaron determinar los valores de Clty CIr para
un valor de CSS:SOOpg/mI, los tres animales con los que se iniciaron las experiencias
fallecieron durante el ensayo.

El analisis de los escasos datos procedentes de la bibliografia también parece indicar
la existencia de un proceso de secrecion tubular en la excrecion renal del compuesto en
la especie humana. Asi, *Jaillon y Salvat determinaron en voluntarios sanos, a los que se
administré el acamprosato por via intravenosa a las dosis de 10, 20, y 30 mg/kg, un valor
de aclaramiento renal del acamprosato de 200 ml/min, es decir, superior a la GFR media
en humanos que se sitda en torno a 125-130 ml/min (NOTARI, 1987). Ademas también
observaron que los valores de CIt yCIr sufren reducciones importantes, pasando el
CIt de acamprosato desde 24.12 + 14.88 I/h para la menor de la dosis ensayadas hasta
14.22 £ 2.82 |/h para la dosis de 30 mg/kg. Aunque los autores no detectaron diferencias
significativas, la tendencia mostrada en sus resultados coincide con los obtenidos, en la
presente Memoria, en la rata Wistar.
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4.2.2 Efecto del probenecid en la farmacocinética del
acamprosato

Con objeto de confirmar la existencia de un proceso de secrecion tubular activa
implicado en la eliminacion del acamprosato, se disefiaron una serie de experimentos en
los que se administré conjuntamente acamprosato con probenecid. El probenecid es un
conocido inhibidor de la secrecién tubular activa de muchos farmacos (GIBALDI y
PERRIER, 1982). La potencial interaccién entre ambas sustancias fue estudiada en dos
grupos experimentales, D-1 y D-2, a los que se administrd por via intravenosa rapida 10
0 20 mg de probenecid 10 minutos antes de la administracion del acamprosato. Las
curvas de nivel plasmatico obtenidas se muestran en la Figura 3.15. Como se puede
observar, los niveles plasméticos promedio del farmaco en los animales de los grupos B-
1 y B-2 son claramente superiores a los obtenidos para el grupo A-1 (misma dosis de
acamprosato pero sin administracion del inhibidor). El andlisis estadistico de los valores
de AUC; para los grupos B-1, D-1 y D-2 mostré diferencias estadisticamente
significativas entre los tres valores comparados (p<0.001), y también un descenso
significativo de los valores de aclaramiento total (p<0.001) como consecuencia del
tratamiento con probenecid. Asi, los valores de aclaramiento total tras administracion de
probenecid fueron, aproximadamente, el 57 por ciento (para el grupo B1l) y 44 por
ciento (para el grupo B-2) del valor de C|t calculado para el grupo B-1.

De este modo, los resultados de estos experimentos confirman la existencia de un
mecanismo de secrecion tubular activa a nivel renal para el acamprosato. Este
mecanismo es responsable de los elevados valores del CIt y Clrdel farmaco, que en
condiciones normales, son claramente superiores a la tasa de filtracion glomerular.
Ademas, el probenecid es capaz de reducir el valor aclaramiento total hasta valores
préximos a la GFR, tal y como se aprecia en el Cuadro 3.34 correspondiente al grupo D-
2. De hecho, b comparacion estadistica entre el C|t de acamprosato obtenido en el
grupo D-2 (2.68 £ 0.14 ml/min) y la GFR calculada en estado estacionario en el grupo
C-1 (2.66 = 0.17 ml/min) no revelo la existencia de diferencias significativas. A la luz de
estos resultados, se puede concluir que la dosis de 20 mg de probenecid es capaz de
bloquear completamente, en nuestras condiciones de ensayo, la secrecion tubular activa
sufrida por el acamprosato.
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Llama la atencién, sin embargo, que la tendencia de disminucion observada para los
valores de CIt y klO no se mantuviera para el caso de la constante de disposicion lenta
b para la que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. Asi,
mientras que en el grupo B-1, el acamprosato presentaba una semivida de 19.13 * 1.49
minutos, en los grupos D-1 y D-2 (en presencia de probenecid) este valor fue
respectivamente de 18.07 £1.24 y 20.76 + 1.37 minutos. Estos resultados, se podrian
explicar teniendo en cuenta la posible existencia de un error analitico en la determinacion
de las concentraciones plasmaticas del acamprosato correspondientes al Gltimo tiempo
experimental del grupo B-1. Para estas muestras la relacion sefial/ruido fue préxima a 1,
lo que podria haber falseado por exceso el valor de concentracién del farmaco. Este
falseamiento habria conducido a una sobreestimacion del valor de semivida en fase b
del grupo B-1 y por tanto a la obtencién de estos resultados. Futuros experimentos en
los que se administrara una dosis mayor de *C-acamprosato, permitiran aclarar este
punto.

La interaccion entre el acamprosato y el probenecid, puesta de evidencia en el
presente trabajo, puede ser relevante desde el punto de vista clinico, puesto que se
podrian obtener los mismos niveles plasmaticos de farmaco (mismo efecto
farmacolégico) utilizando una menor dosis pero coadministrandolo con probenecid. Ello
se traduciria en un gran beneficio no sélo de tipo clinico, puesto que se reducirian los
efectos adversos, debidos segiin la mayor parte de autores, al catiéon Ca*? que forma
parte de la molécula, sino también de tipo econdémico, ya que se podrian abaratar los
tratamientos que, recordemos, duran entre 6 y 12 meses. Paralelamente, la existencia de
la secrecién tubular como mecanismo de eliminacion abre la puerta a posibles
interacciones medicamentosas: la coadministracion de acamprosato y farmacos que se
eliminen mediante secrecion tubular activa, podria inducir cambios significativos en la
farmacocinética y por extension en los efectos farmacoldgicos de ambos compuestos,
hecho muy a tener en cuenta en los tratamientos de larga duracion.
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4.3 ESTUDIO DE LA ABSORCION [INTESTINAL DE
ACAMPROSATO

Uno de los problemas que presenta la terapia con acamprosato es su reducida
biodisponibilidad oral en magnitud que, segun la bibliografia, se sitla entorno a un 11%
en humanos SAIVIN y cols., 1998). Este hecho comporta un reducido aprovechamiento
del farmaco por parte del organismo. Ademas, es de sobra conocido que valores
pequefios de biodisponibilidad conducen a una elevada variabilidad en las
concentraciones plasmaticas y por extension en los efectos farmacolégicos buscados
(AUNGST, 2000).

De acuerdo con los resultados presentados en la presente Memoria, el acamprosato
se excreta de forma inalterada a través de la orina de los animales, es decir, se elimina
completamente por via renal y sin sufrir ningan tipo de metabolismo. Ademas, este
farmaco es una molécula con un elevado caracter hidrofilico y que presenta una gran
estabilidad quimica en cualquier fluido biolégico (CHABENAT y cols., 1988). Por tanto, a
tenor de las premisas expuestas, se podria considerar que la principal causa de la baja
biodisponibilidad del farmaco podria ser su escasa permeabilidad intrinseca a través de la
mucosa intestinal.

Con el objetivo de confirmar esta hipotesis y profundizar en el estudio del mecanismo
de absorcion intestinal del acamprosato se desarrollaron todos los experimentos que se
discuten a continuacion.

4.3.1 Administracion por via oral de acamprosato

Segun se ha expuesto en el capitulo de Antecedentes el conocimiento acerca de los
mecanismos implicados en la absorcion del acamprosato es escaso. En general, los
escasos estudios publicados coinciden en que la absorcion del farmaco es lenta en
velocidad y pobre en magnitud lo que conduce a unos valores de biodisponibilidad en
magnitud en humanos de aproximadamente un 11% (*FOURTILLAN, 1990; *SCOTT,
1991). Sin embargo, no existen en la bibliografia especializada, datos sobre la
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biodisponibilidad del acamprosato en animales de experimentacion. Para abordar este
estudio se selecciond la rata como modelo animal porque ademas de tener adaptadas
todas las técnicas quirurgicas al mismo, autores como He y cols. (1998) han demostrado
que este modelo animal es mucho més apto para la realizacién de estudios de prediccion
de la biodisponibilidad en humanos que otras especies como por ejemplo el perro. Estos
autores han demostrado que existe una buena correlacion entre los valores de
biodisponibilidad obtenidos en rata y en humanos, especialmente para sustancias de
naturaleza hidrofilica y que se excreten de forma inalterada a través de la orina.

Como se ha puesto de manifiesto en la presente Memoria el acamprosato es una
sustancia hidrofilica que no se metaboliza y que se excreta practicamente en su totalidad
(€ 96%) de forma inalterada a través de la orina (ZORNOZA vy cols., 2000). Asimismo en
los ensayos realizados en este Trabajo, correspondientes a determinacion de la fraccion
inalterada de acamprosato en orina tras administracién intravenosa rapida se demostro la
elevada velocidad con que transcurre el proceso de eliminacion, obteniéndose casi el
80% y el 95% de la dosis administrada durante el periodo 0-3 y 0-6 horas
postadministracién respectivamente. Ademas, en esta Memoria se ha evidenciado que
tras la administracién oral del acamprosato, éste se elimina inalterado practicamente en
su totalidad en orina y heces (20% en orina y 80% en heces). Todas estas premisas
justifican que la fraccién de dosis excretada en la orina de los animales tratados durante
las 24 horas posteriores a su administracién por via oral, sea un excelente indicador de la
biodisponibilidad oral en magnitud del mismo.

Nuestros resultados demuestran que la biodiponibilidad oral en magnitud del
acamprosato en la rata se sitia entorno d 20%. Hay que remarcar que el valor de
biodisponibilidad estimado en la rata practicamente duplica al obtenido en humanos, mas
cuando los resultados de biodisponibilidad en este animal tienden a estar infraestimados
con respecto al ser humano (HE y cols., 1998). Esta discrepancia se podria explicar
teniendo en cuenta que el acamprosato se comercializa como comprimido con
recubrimiento gastrorresistente, mientras que en nuestros estudios el farmaco se ha
administrado como solucién acuosa. En primer lugar esto implica que en nuestras
condiciones experimentales, el farmaco se encuentra disuelto, disponible para poder ser
absorbido, evitando los procesos de disgregacion y disolucién que preceden a la
absorcion propiamente dicha en el caso de un comprimido. Ademas, este tipo de
comprimidos gastrorresistententes, debido a su elevado tamafio presentan un vaciado
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gastrico lento y muy variable, contribuyendo de esta forma a la variabilidad detectada en
su biodisponibilidad y efecto farmacoldgico. Por tanto, la elevada hidrofilia de esta
molécula, unido a una mas que probable forma farmacéutica inadecuada, desemboca en
la pobre biodisponibilidad cuantificada en humanos. Desde un punto de vista
biofarmacéutico, la administracion del acamprosato incluido en otra forma farmacéutica
como por ejemplo en microcapsulas recubiertas, las cuales presentan un tamafio de
particula mucho menor y sufren un vaciado gastrico progresivo, podria conducir a un
mayor aprovechamiento de las dosis administradas.

Los resultados obtenidos por *Fourtillan en 1990, sugerian la existencia de un
fenémeno FLIP-FLOP en la farmacocinética del acamprosato tras su administracién oral,
puesto que la semivida de eliminacion que obtuvieron tras la perfusién intravenosa (3.2 +
0.2 horas) fue muy distinta de la obtenida tras la administracion por via oral (32.7 + 4.3
horas). A la luz de nuestros resultados, el valor de las pendientes terminales (| 5)
calculadas a partir de los niveles plasmaticos de acamprosato obtenidos tras la
administraciéon oral de 2.8 y 22 mg fueron de 0.006 + 0.001 y 0.005 =+ 0.002 min™,
respectivamente, las cuales son aproximadamente un orden de magnitud menores que
las obtenidas tras la administracién intravenosa de las mismas dosis de farmaco (0.036 +
0.003 y 0.038 =+ 0.006 min'Y). Este hecho hace sospechar que la pendiente terminal obtenida en los
ensayos tras la administracion oral del farmaco, no es la representativa del proceso de eliminacion
del farmaco.

Ademas, se puede observar que el valor de las pendientes terminales obtenidas tras la
administracion oral del acamprosato (| ,) expresadas en unidades de horas™ (0.36 h™ en
el grupo E-1 y 0.30 h* en el grupo E-2) practicamente coinciden con la ka del
acamprosato (0.36 + 0.12 h') determinada en el estudio topogréfico de la absorcién
intestinal del fArmaco in situ.

Asi pues, todos los datos sugieren que el tramo ascendente que se visualiza en las
curvas de nivel plasmatico obtenidas tras la administracion oral del acamprosato (| 1)
define el proceso de eliminacién del farmaco, mientras que la pendiente terminal (I 5)
corresponde al proceso de absorcion.

Por tanto, nuestros resultados coinciden con la hipétesis postulada por Fourtillan
(1990) yclaramente evidencian la existencia de un comportamiento FLIP-FLOP en la
farmacocinética del acamprosato tras su administracion por via oral, confirmando
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nuevamente la lenta absorcién del farmaco a nivel intestinal.

4.3.2 Estudio topografico de la absorciéon intestinal de
acamprosato

En el afio 2000 Mas-Serrano y cols. publicaron un trabajo en el que se demostraba
que la absorcion del acamprosato se produce principalmente mediante difusion pasiva,
aunque también sefialaban que algunos transportadores, fundamentalmente de
aminoacidos, estan implicados, aunque de modo muy minoritario, en el proceso de
absorcion del compuesto (MAS-SERRANO y cols., 2000). Adicionalmente, y a tenor de los
resultados, los autores postularon la posible existencia de un mecanismo de secrecién
intestinal, mediado por la glicoproteina P, como posible responsable de la baja
biodisponibilidad del farmaco.

Teniendo en cuenta los resultados de Mas-Serrano y cols. se plantearon, en la
presente Memoria, una serie de experimentos con el objetivo de determinar la posible
existencia de una zona de absorcién preferente a lo largo del intestino delgado de la rata,
debida a la localizacién de transportadores de amino&cidos en algin tramo intestinal o
simplemente a una diferente permeabilidad a lo largo del canal intestinal tal y como se
ha descrito para algunas moléculas (ARTURSSON vy cols., 1993), que pudiera explicar la
baja biodisponibilidad oral en magnitud del acamprosato.

Para desarrollar este estudié6 se perfundié, in situ, en tres tramos diferentes del
intestino delgado de la rata, una soluciébn de acamprosato 1.38 mM. Los valores
promedio de ka obtenidos en cada uno de los tres tramos del intestino delgado
estudiados (proximal, medio ¢ distal), no mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre ellos (Cuadro 3.47).

Asi pues, todas las evidencias experimentales parecen indicar que:
1) La absorcion del acamprosato no varia a lo largo del intestino delgado de la rata.

2) El valor medio de constante aparente de velocidad de absorciéon del acamprosato
puede ser considerado como un valor relativamente pequefio (ka: 0.36 +£0.12 h™h)
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3) La baja permeabilidad intestinal del acamprosato parece ser la principal causa de la
baja biodisponibilidad del acamprosato tras su administracion oral.

4.3.3 Promociodn de la absorcién intestinal del acamprosato
A) Ensayos in situ e in vitro

Desde el punto de vista fisicoquimico, el acamprosato se caracteriza por presentar
una elevada hidrofilia y ser capaz de solubilizarse facilmente en la mayoria de fluidos
biolégicos. Ademas este farmaco, formulado como sal célcica, se encuentra
practicamente disociado (98%) en medio acuoso de manera que el acido
acetilhomotaurinico presenta un grupo funcional fuertemente cargado. Estas
caracteristicas fisicoquimicas del acamprosato probablemente responsables de su baja
biodisponibilidad oral hacen que, a priori, sea un excelente candidato para beneficiarse
del empleo de excipientes capaces de promover su absorcién intestinal (AUNGST, 2000).

Una de las estrategias para aumentar la biodisponibilidad oral de moléculas con
marcado caracter hidrofilico es el empleo de promotores de la absorcién intestinal
(AUNGST, 1996). Existe una gran variedad de compuestos catalogados como promotores
de la absorcion intestinal de entre los cuales se pueden destacar los tensiactivos y los
acidos grasos de cadena media. Dentro de estas categorias se seleccionaron ®mo
potenciales promotores de la absorcion intestinal del acamprosato un tensiactivo no
i6nico, el polisorbato 80, y un acido graso de cadena media, el caprato sédico (C10).
Un aspecto fundamental en el disefio de los experimentos de promocion de la absorcion
es la seleccion de la concentracion del promotor, puesto que muchos presentan
pequefias diferencias entre su concentracion eficaz y su concentracion téxica (WARD y
cols., 2000). Las distintas concentraciones de promotor ensayadas en esta Memoria, se
seleccionaron siguiendo las directrices resefiadas en la bibliografia BERMEJO Yy cols.,
1991; MARTINEZ-COSCOLLA y cols., 1993; ANDERBERG Yy cols., 1993; KNIPPT y cols.,
1997; SAKAI y cols., 1997; LINDMARK vy cols., 1998; CHAO y cols., 1999).

El polisorbato 80 es un tensiactivo no iénico que ha demostrado una capacidad
notable para incrementar los valores de la ka de moléculas hidrofilicas (BERMEJO vy cols.,
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1991; ANDERBERG y cols. 1992; REGE y cols., 2002). Parece actuar aumentando la
polaridad de la membrana absorbente, lo que mejora la difusién a través de la ruta
transmembrana de estas moléculas con cierta hidrofilia. No obstante, en nuestras
condiciones experimentales (ensayos in situ) el polisorbato 80 no sélo no fue capaz de
aumentar los valores de ka del farmaco sino que, como se aprecia en el Cuadro 3.52, el
andlisis estadistico revel6 la existencia de una disminucion significativa en el valor de K,
del acamprosato en presencia del polisorbato 80. Aunque los efectos que los tensiactivos
no iénicos ejercen sobre la membrana absorbente son complejos y no se conocen en su
totalidad, la ausencia de efecto promotor del polisorbato 80 permite sospechar, en
principio, que la ruta difusional mas probable empleada por el acamprosato no seria la
ruta transcelular.

En lo relativo al caprato sédico, la mayoria de autores consideran que el caprato
sodico es capaz de aumentar la absorcion intestinal de muchos compuestos de naturaleza
hidrofilica mediante el incremento de la difusiébn a través de la ruta paracelular
(ANDERBERG vy cols., 1993; TAKAHASHI y cols., 1994; SAKAI y cols., 1997; SODERHOLM
y cols., 2002), aunque su mecanismo de accion no estd completamente dilucidado.

El estudio de la influencia del caprato sodico en la absorcion intestinal del
acamprosato se abordé con un doble objetivo, el estudio de la influencia de la
concentracion del promotor (13 y 16 mM), asi como la influencia del tiempo de
exposicién del mismo. Los resultados que se muestran en el Cuadro 3.56 indican que, en
nuestras condiciones experimentales y en el &mbito de concentraciones estudiadas, el
caprato sodico es capaz de incrementar de 1,75 a 2 veces la constante de velocidad de
absorcion del acamprosato; sin embargo este efecto no es concentracion-dependiente.
Estos resultados no coinciden con los obtenidos por Anderberg y cols. en 1993, quienes
ensayaron distintas soluciones de C10 (10, 13, 16, 18 y 23 mM) sobre monocapas de
células Caco-2. Estos autores detectaron un aumento significativo en la permeabilidad
efectiva del manitol, de manera que el efecto del promotor aumentaba significativamente
al incrementarse la concentracion del acido graso.

En lo referente al estudio de la influencia del tiempo de exposicion del promotor sobre
la mucosa intestinal, éste se disefié en base a los resultados obtenidos por Anderberg y
cols. (1993), quienes observaron que el incremento en la permeabilidad del manitol y de
la penicilina V en presencia de caprato sédico a concentraciones superiores a 13 mM
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(especialmente a 16 mM) sobre monocapas de células Caco-2, era dependiente del
tiempo de exposicién del promotor. Sin embargo, nuestros resultados obtenidos tras una
exposicion previa (40 min) de la mucosa intestinal al caprato sddico a una concentracion
16 mM no revelaron ningln incremento en los valores de ka del farmaco con respecto a
los grupos control correspondientes. Por tanto, en nuestras condiciones experimentales
tampoco se pudo poner en evidencia que el efecto promotor del C10 sea dependiente del
tiempo de exposicion.

No obstante, la literatura al respecto también muestra datos que apoyan nuestras
observaciones. De hecho, nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Takahashi
y cols. en 1994 quienes empleando una técnica de perfusién in situ, estudiaron desde un
punto de vista farmacocinético la accion promotora del caprato sddico en el intestino
delgado de la rata. Estos autores concluyeron que en sus condiciones de trabajo, el
caprato sédico presentaba un efecto promotor de la absorcion de la fenolsulfoftaleina,
compuesto modelo de baja absorcion, que no era dependiente de su concentracion.
Adicionalmente otros autores (RAOOF y cols., 2002) comprobaron que el caprato sddico
es capaz de incrementar la absorcion intestinal de varios oligonucledtidos en el cerdo,
tras su administracién intraduodenal, de forma dosis-independiente. Por tanto, el hecho
de haber desarrollado los estudios sobre sustratos experimentales diferentes (perfusion
in situ en intestino delgado de rata versus monocapas celulares Caco-2) podria explicar
estas diferencias. Con el fin de confirmar esta Ultima aseveracion e intentar dilucidar esta
controversia, se realizaron los correspondientes estudios in vitro de promocion de la
absorcion del acamprosato empleando monocapas de células Caco-2. En estos ensayos
se estudid el efecto de la concentracion y tiempo de exposicién del caprato sédico sobre
la permeabilidad del acamprosato y adicionalmente sobre la del manitol, conocido
marcador del paso a través de la ruta paracelular (MADARA, 1998).

Curiosamente, los resultados obtenidos en estos ensayos in vitro mostraron que el
efecto promotor que el caprato sédico ejerce tanto sobre el manitol como sobre el
acamprosato es concentracion y tiempo-dependiente, obteniéndose el mayor efecto
promotor tras la pre-exposicion durante 40 minutos de la monocapa celular frente a una
solucién de C10 16 mM. Por tanto, el sustrato experimental sobre el que se desarrollan
los estudios si que realmente parece influir en los resultados obtenidos.

En el siguiente Cuadro se resumen los porcentajes de P, , calculados con respecto al
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control, en las diferentes condiciones de ensayo:

13mMC10 16 mM C10 16 mM C10 (Pre-exp.)

P; manitol 176.8 259.6 804.3
(% del control)
P; acamprosato 118.7 144.1 233.4

(% del control)

Como se observa, en el caso del acamprosato se consiguié incrementar su valor de
P, hasta en un 233%, mientras que para el manitol se alcanz6 hasta el 804% del valor
control (en ausencia de promotor). Probablemente el distinto grado de promocién
observado para ambas moléculas pueda deberse a la diferente permeabilidad intrinseca
de cada compuesto, asi como al mecanismo especifico empleado por el caprato sédico
para ejercer su efecto promotor.

Asimismo, en este blogue de experimentos in vitro se determiné la P, del
acamprosato en los dos sentidos difusionales (apical-basolateral y basolateral-apical). El
valor de permeabilidad efectiva del acamprosato determinado en sentido apical
basolateral (10.33-107 + 1.58-107 cm/s) no presentd diferencias estadisticamente
significativas respecto al valor obtenido en sentido basolateral-apical (10.40-107 =+
0.45.107 cm/s). También se calcul6 el cociente Py 6 ap)/ Ps (ap- sy 500N se ha
descrito en el Epigrafe 2.4.3.3.6 obteniéndose un valor muy préximo a la unidad,
concretamente 1.01 =+ 0.16. Este resultado parece confirmar la ausencia de
transportadores especificos implicados en la absorcion del acamprosato y también
permite descartar la existencia de un proceso de secrecion activa. Si a estos resultados
unimos los obtenidos en ensayos previos en los que se observé una ausencia de efecto
del verapamilo (conocido inhibidor de la glicoproteina P) en la absorcién intestinal del
acamprosato, se podria descartar con una alta fiabilidad que el farmaco sea sustrato de
transportadores intestinales como la glicoproteina-P, los cuales establecen un proceso de
secrecion activa intestinal desde el borde en cepillo del enterocito hacia el lumen
intestina , simultaneo e inverso al proceso de absorcidon, que produciria una menor
absorcion del farmaco, y, por lo tanto, una biodisponibilidad oral reducida (MAS-
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SERRANO vy cols., 2000).

La comparacion de las permeabilidades obtenidas para el acamprosato y para el
manitol muestra que la permeabilidad del farmaco es del orden de 3 veces superior a la
del manitol. Una de las causas que podria explicar la diferencia de permeabilidades en la
ruta paracelular es el tamafio de ambas moléculas. Sin embargo, ambos compuestos
presentan un peso molecular similar (PM manitol=182 Da; PM acetilhomotaurina=181.65
Da). Aplicando la siguiente ecuacion (Ecuacién 4.1), propuesta por Tavelin y cols. (2003),
se calcul6 el radio hidrodindmico del acamprosato cada molécula:

r = KIMW Ecuacion 4.1

donde K representa un valor constante que equivale al cociente entre el radio del
manitol (3.6 A) y la raiz ctbica de su peso molecular (182 Da) y MW el peso molecular
del compuesto del que se quiere determinar su tamafio. El valor obtenido para el
acamprosato (3.596 A) es practicamente equivalente al del manitol (3.6 A) lo que no
podria explicar las diferencias observadas en las permeabilidades. Sin embargo, algunos
autores han comprobado que cuando el tamafio molecular se encuentra préximo al del
poro intercelular (3.7 A en células Caco-2), como ocurre con estos compuestos, pequefias
variaciones del mismo pueden traducirse en cambios importantes en la permeabilidad
(TAVELIN vy cols., 2003). De hecho, nuestros resultados coinciden con los obtenidos por
Watson y cols. (2001), quienes observaron que la permeabilidad obtenida a través de
células Caco-2 del PEG 282 era 3 6 4 veces superior a la del manitol, y curiosamente sus
radios hidrodinamicos son similares. Adicionalmente, segin han comprobado diversos
autores (ARTURSSON vy cols., 1993; PAULETTI vy cols., 1997) no sélo hay que considerar
el peso molecular sino que también existen otras caracteristicas como la carga, la forma
y la flexibilidad de la molécula que juegan un papel importante en la permeabilidad
paracelular. En este sentido hay que tener en cuenta que mientras que el manitol es una
molécula con una carga neta neutra, el acamprosato en soluciéon se encuentra cargado
negativamente, hecho que podria explicar las diferencias observadas en los valores de
P, del acamprosato y el manitol. No obstante, existe cierta controversia (BALDA y cols.,
1996; HE y cols., 1998) en cuanto al efecto que la carga de una molécula tiene sobre su
permeabilidad paracelular.
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Finalmente, en estos ensayos in vitro también se aantificaron los valores de la
resistencia eléctrica transepitelial (TEER) en cada monocapa al comienzo (t=0 min) y al
final de cada ensayo (t=150 min). En el siguiente Cuadro (equivalente al Cuadro 3.72) se
resumen los valores medios de la resistencia transepitelial (TEER), expresada como
porcentaje del valor inicial de la monocapa celular, en cada condicién experimental.

I | Manitol Acamgrosato I

| _C10(mw) ______TEER() __________TEER() ____
0 (AP-BL) 98.3+3.9° 99.2 +2.4°
0 (BL-AP) - 98.4 + 4.6°
13 62.7+£6.5° 51.1+4.5
16 36.4+ 4.7 42.2+7.9
16 (Pre-exp) 23.7+2.3 20.3+4.0°

Como se puede apreciar, existe un descenso significativo en los valores de TEER a
medida que aumenta la concentracién de caprato sédico, obteniéndose la maxima
reduccion en los experimentos con pre-exposicion del promotor. Estos resultados
muestran una tendencia de descenso de la TEER que es realmente similar en los ensayos
realizados con el acamprosato, como con el manitol (marcador del paso por la wuta
paracelular) lo cual es indicativo del efecto del caprato sédico en la ruta paracelular. A
pesar ello el efecto promotor del C10 en el caso del manitol ha sido mucho mayor que en
el caso del acamprosato. No obstante, hay que remarcar que Artursson y cols. (1993)
demostraron que el coeficiente de permeabilidad (P;) de una molécula marcadora,
como el manitol, es mucho mas fiable para la caracterizacibn de cambios en la
permeabilidad intrinseca de una membrana absorbente que la determinacién de la
resistencia eléctrica transepitelial (TEER). Adicionalmente otros autores (BALDA vy cols.,
1996) han demostrado que no siempre se correlacionan bien los cambios en la TEER con
la permeabilidad del manitol. Por tanto, en la presente Memoria, las variaciones en los
valores de TEER no se han considerado concluyentes pero es claramente significativo que
la tendencia mostrada por esta medida sea equivalente a las permeabilidades calculadas.
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El valor de P, del acamprosato obtenido en condiciones in vitro (1.03-10°° cm/s) se
puede comparar con el obtenido y en condiciones in situ tras su transformacion en las
unidades correspondientes (1.10-10° cm/s). Como se observa, el valor de Py del
acamprosato determinado en el intestino de la rata es aproximadamente un orden de
magnitud mayor que el obtenido en células Caco-2, hecho totalmente I6gico teniendo en
cuenta que la linea celular empleada presenta unas uniones intercelulares con un
diametro medio (3.7 A) mucho menor que el observado en el intestino delgado de la rata
(6 A en la parte apical del epitelio intestinal y 10-15 A en la parte basal del villi intestinal)
(TAVELIN, 2003).

Globalmente los resultados obtenidos en los ensayos in vitro e in situ demuestran que
la absorcion intestinal del acamprosato transcurre preferentemente a través de la ruta
paracelular, siendo ésta la causa principal de su escasa biodisponibilidad oral en
magnitud. Adicionalmente, también se ha puesto de manifiesto que el caprato sodico es
capaz de incrementar de un modo significativo su absorcion intestinal. De estas
observaciones se deduce que el caprato sédico podria ser un buen candidato como
promotor para su inclusion como excipiente en futuras formas farmacéuticas del
acamprosato. Sin embargo, es necesario la realizaciéon de estudios in vivo, en animales
de experimentacion, que confirmen la eficacia de este acido graso como promotor de la
absorcion intestinal del acamprosato.

B) Ensayos in vivo

Para la realizacion de los estudios de promocion de la absorcién intestinal del
acamprosato in vivo se selecciond la rata Wistar como modelo animal atendiendo a los
criterios descritos anteriormente.

En este conjunto de experimentos, se ensay6 una dosis adicional de caprato sédico
(50 mM) mayor que las empleadas en los ensayos in vitro e in situ. Chao y cols. (1999)
demostraron que la administracion in vivo de una solucién de caprato so6dico 50 mM en la
rata, era capaz de incrementar significativamente la biodisponibilidad de un decapéptido
sintético sin causar alteraciones en la mucosa intestinal. Por ello se decidid incluir esta
concentracion tan elevada en los ensayos in vivo.
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Aungue de acuerdo con los resultados el valor de la biodisponibilidad del farmaco fue
siempre mayor en presencia del caprato sédico, el andlisis estadistico no revel6 la
existencia de diferencias significativas entre los distintos valores comparados (19.87
4.57% frente a 24.18 + 8.81, 23.82 + 5.12 y 23.40 + 6.71% en presencia de caprato
sodico 13, 16 y 50 mM, respectivamente).

Esta falta de efecto in vivo del caprato sddico coincide con los datos publicados por
Lennernéas y cols. (2002). Estos autores, empleando una perfusién in vivo en humanos,
demostraron que el C10 en solucion no era capaz de incrementar la absorcién rectal de la
fenoximetilpenicilina. Adicionalmente sus resultados demostraron que un factor
determinante para obtener un efecto promotor en la absorcion de compuestos poco
permeables es la permeabilidad intrinseca del acido graso en el tejido. Otros autores
(RAOOF vy cols., 2002) mostraron que el caprato sodico ejerce su efecto de forma rapida
y en un espacio corto de tiempo, hecho que podria explicar su falta de efecto en los
ensayos in vivo.

Otro punto crucial en este tipo de ensayos es la concentracidn del agente promotor en
el lugar de absorcion. Cuando el C10 se administra in vivo, en contraste con las
condiciones de los ensayos in vitro e in situ, el contenido de Ca*™? presente en el
contenido luminal podria reducir la concentracién del acido graso por precipitacién
(ANDERBERG vy cols., 1993) vy, en consecuencia, su eficacia. Algo similar ocurre con la
dilucion que se produce in vivo a causa de los fluidos intestinales.

Un motivo adicional que podria explicar esta pérdida de eficacia del promotor cuando
de administra in vivo es la interaccion del C10 con el moco que protege al epitelio
intestinal, tal y como se ha podido observar con otros promotores (ANDERBERG Yy cols.,
1992; SCHIPPER y cols., 1999). De hecho, Schipper y cols. demostraron que los
quitosanos (potentes promotores de la absorcion de farmacos poco permeables) son
capaces de aumentar la permeabilidad del atenolol en células Caco-2, asi como
incrementar su desaparicién a partir de una solucion de perfusién (usando una técnica de
perfusién in situ en el intestino delgado de la rata). Sin embargo estos compuestos, no
fueron capaces de aumentar la biodisponibilidad del atenolol cuando se administré in
vivo. Los autores sugieren que la capa de moco que cubre la mucosa intestinal y que se
encuentra cargada negativamente interaccioné con el quitosano, inhibiendo su efecto
promotor, y en consecuencia su eficacia. Los resultados obtenidos en la presente
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Memoria son totalmente comparables, puesto que el caprato sédico fue capaz de
promover la absorcién del acamprosato en los ensayos in vitro e in situ, pero no aumenté
la biodisponibilidad del farmaco, por tanto se podria sospechar de la interaccion
anteriormente citada.

En contrate con nuestros resultados, Chao y cols. en 1999 observaron un efecto
promotor del C10 in vivo sobre la absorcion de un péptido de pequefio tamafo. Esta
discrepancia en los resultados puede explicarse teniendo en cuenta que en los ensayos in
vivo desarrollados por este grupo, la administracion se realizé directamente en el ileon de
los animales tratados a través de una canula implantada en la zona. Sin embargo, tal y
como se ha descrito en el Epigrafe 2.4.3.2 en nuestros experimentos la administracion
fue oral. Por tanto, la controversia con los resultados publicados por Chao y cols. (1999)
y los obtenidos en este trabajo se pueden explicar teniendo en cuenta que la
biodisponibilidad de un farmaco administrado junto a un promotor por via oral siempre es
menor que la obtenida si se administra directamente en el intestino (AUNGST, 2000).

A tenor de lo expuesto, la falta de efecto del caprato sédico sobre la biodisponibilidad
oral del acamprosato en nuestras condiciones experimentales podria explicarse como la
suma de todos los aspectos anteriormente citados, los cuales son inherentes al proceso
de absorcién in vivo.

En resumen, de los datos aportados se desprende que el acamprosato es un farmaco
cuya absorcion transcurre fundamentalmente por via paracelular y que puede ser
incrementada por el caprato sédico in situ e in vitro, pero no in vivo, sugiriendo que
aunque los estudios in situ e in vitro pueden ser de gran utilidad en los estadios
tempranos para la seleccion de un potencial promotor, los ensayos in vivo en modelos
animales son necesarios para confirmar la utilidad del promotor y para determinar la
influencia de las distintas variables fisioldgicas.



5. RESUMEN Y CONCLUSIONES

En la presente Memoria se ha abordado el estudio de los mecanismos involucrados
tanto en la eliminacién como en la absorciéon del acamprosato. Este farmaco, utilizado en
varios paises de la Unién Europea para la prevenciéon de las recaidas en el consumo de
alcohol en pacientes sometidos a tratamiento de deshabituacién, presenta como
problema fundamental la baja biodisponibilidad (en torno al 11% en humanos) del
preparado comercial (comprimidos con recubrimiento gastrorresistente destinados a
administracién oral). Ademas, en el momento actual se desconocen aspectos tan
relevantes de su farmacocinética como son: los mecanismos y rutas utilizados para su
absorcion intestinal o las vias y mecanismos involucrados en la eliminacion del farmaco. A
través de estudios que han empleado metodologias in vitro, in situ e in vivo se ha podido
establecer, en la presente Memoria, la naturaleza de dichos mecanismos, lo que ha
permitido, a su vez, analizar las causas de la baja biodisponibilidad del farmaco e iniciar
los estudios orientados a mejorar, a través del empleo de diversos promotores, la
magnitud de la absorcion.
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Los estudios realizados indican que el acamprosato se elimina inalterado a través de la
orina de los animales, utilizando dos mecanismos: la filtracion glomerular y la secrecion
tubular activa. La absorcién en la rata conduce a valores de biodisponibilidad en
magnitud situados en torno al 20% cuando el farmaco se administra por via oral en
forma de solucién acuosa. La absorcién intestinal transcurre fundamentalmente mediante
difusion pasiva a través de la via paracelular, siendo esta la causa fundamental de la
reducida biodisponibilidad del acamprosato.

Las conclusiones mas relevantes del trabajo que se presenta son las siguientes:

1. La farmacocinética del acamprosato en la rata es lineal en un amplio ambito de
concentraciones plasmaticas (desde 0.3 hasta 300 pg/ml, aproximadamente)

2. El acamprosato se elimina inalterado a través de la orina, siendo los mecanismos
involucrados en la excrecién renal: la filtracion glomerular y la secrecion tubular activa.
Este Gltimo mecanismo parece ser de gran capacidad (no se pudo saturar en nuestras
condiciones experimentales) y susceptible de inhibicion competitiva por el probenecid.

3. La absorcion del acamprosato se produce mayoritariamente por difusién pasiva a
través de la ruta paracelular en el intestino delgado de la rata. La velocidad del proceso
es claramente baja en nuestras condiciones experimentales, lo que explica la aparicion de
un fendmeno FLIP-FLOP (también detectable en humanos) en las curvas de nivel
plasmatico obtenidas tras la administracion oral del farmaco.
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4. La biodisponibilidad en magnitud del acamprosato en la rata tras su administracion
oral en solucién acuosa es del 20%. Esta baja biodisponibilidad es consecuencia de la
reducida velocidad con que se absorbe el farmaco a nivel intestinal.

5. Los estudios in situ e in vitro indican que el caprato sddico es capaz de incrementar
la permeabilidad intestinal del acamprosato. Sin embargo, los estudios realizados in vivo
no detectaron incrementos significativos en los valores de biodisponibilidad en magnitud
del farmaco en presencia, incluso, de elevadas concentraciones de este promotor.
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