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Disposicion farmacocinética de las especies de antimonio en perros después
de una dosis de antimoniato de meglumina (Glucantime®)

Laura Vasquez de Ricciardi**, Nelson Vicuiia-Fernandez', Yaneina Petit de Pefia’,
Sabrina Lépez’, José V. Scorza?, José V. Scorza-Dager?, Elsy Villegas'? & Belén Pérez*

Se estudiaron los parametros farmacocinéticos de las especies de antimonio (pentavalente y

trivalente) presentes en el antimoniato de meglumina (Glucantime®), en cuatro perros sanos, después
de la administracion subcutanea de una dosis Unica de 90 mg/kg™". Las muestras sanguineas fueron
analizadas por espectroscopia de absorcién atémica. Después de la administracion de Glucantime®,
el antimonio pentavalente mostré un decaimiento en dos fases, la vida media de eliminacion fue de
13,18 h, el volumen aparente de distribucion de 30,65 Lkg", el area bajo la curva (0-24h) 48,25 ug.
h mL"y el area bajo la curva (0-«) ug.h mL™". Mientras que el antimonio trivalente mostré una fase
bien distinguida, con una vida media de eliminacién de 16,10 h, un volumen aparente de distribucion
de 126,5 Lkg", valores de el area bajo la curva (0-24h) 10,35 pug.h mL" y el area bajo la curva (0-«)
17,35 pg.h mL". El porcentaje de conversién sistémica de antimonio pentavalente hacia antimonio
trivalente alas 24 horas fue de 23,62%. A pesar del reducido tamafio de la muestra, los resultados
obtenidos presentan desigualdad en la farmacocinética de las especies de antimonio en perros,
estas podrian explicar, al menos parcialmente, las diferencias en la eficacia terapéutica atribuidas a

las especies por separado.
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INTRODUCCION

Las leishmaniasis en el Nuevo Mundo son
causadas por protozoarios parasitos del género Leish-
mania, pertenecientes a los subgéneros Leishmania 'y
Viannia. La afeccion canina se comporta como una se-
vera enfermedad zoonotica, con prondstico reservado,
porque es muy resistente a la terapia y la mayoria de los
perros infectados sufren recaidas durante los dos afios
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siguientes después de la infeccion inicial (Valladares
et al., 1996; 2001). Los antimoniales pentavalentes
permanecen en el ambito terapéutico como droga de
eleccion, a pesar de los reportes de toxicidad y falla
terapéutica, sin olvidar la amplisima variabilidad in-
dividual a la respuesta, condicionada por diferencias
inmunologicas, fisiologicas, nutricionales, genéticas
y de orden farmacocinético/farmacodinamico (distri-
bucion y acumulacion de la droga en el hospedero /
exposicion de los parasitos a dosis sub-inhibitorias).

Los datos acerca del tratamiento de esta en-
fermedad en perros son limitados, el tratamiento usual
consiste en 2 o 3 regimenes de tratamiento de 10 a 15
dias, separados por un intervalo de descanso de 10 dias.

Los estudios farmacocinéticos desarrollados en
perros con el antimoniato de meglumina Glucantime®
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(una mezcla compleja que se encuentra en equilibrio en
solucion acuosa) (Tassi et al., 1994; Belloli et al., 1994;
Goodwin 1995; Valladares et al., 1998, 2001; Roberts
et al., 1998; Belloli et al., 1999) han reportado exclu-
sivamente la disposicion del antimonio pentavalente, a
pesar de que el antimonio trivalente se considera mas
activo y toxico que la forma pentavalente (Frézard et
al.,2001). Los antimoniales pentavalentes relativamente
atoxicos actian como pro farmacos que son reducidos a
la especie trivalente mas toxica y eficaz pues destruye
los amastigotes dentro de los fagolisosomas macrofagi-
cos. Tal reduccion surge preferentemente en la etapa de
amastigote intracelular, en fecha reciente se identifico
una enzima, la reductasa de AsV con capacidad de re-
ducir SbV a la forma SblII. La hiperexpresion de dicha
enzima en los promastigotes incremento su sensibilidad
a los farmacos (Zhou et al., 2004).

Después de la administracion intramuscular
en humanos, se han encontrado quo los datos son
descritos adecuadamente con un curva de tres fases
exponenciales, una fase de absorcion rapida con una
vida media t/2 = 0,85 horas, y dos fases durante las
cuales la concentracion de antimonio disminuye con
t/2;=2 horas y t/2 =76 horas (Chulay et al., 1988). La
excrecion es principalmente urinaria y mas del 80% de
la droga es excretada en las primeras 6 horas (Rees et
al., 1980). Chakravarti & Sen Gupta (1950) encontraron
que aproximadamente ¥ del antimonio era excretado
en 12 horas y que en 24 horas mas del 80% habia sido
eliminado. Pequefias cantidades de antimonio fueron ex-
cretadas hasta 48 horas después de su administracion.

En perros, el porcentaje de antimonio excre-
tado durante las primeras 6 horas, alcanzo el 93% de la
dosis después de la administracion intravenosa y el 90%
después de la administracion intramuscular (Tassi et al.,
1994). Los mismos autores encontraron las siguientes
vidas medias t/2, = 20,5 min, t/2, = 42,1 min y t/2, =
126,6 min. Después de la administracion intramuscular
la maxima concentracion se alcanzé después de 90 a 129
minutos, y después de la administracion subcutanea esta
se alcanzo entre los 210 y 240 minutos.

Con el presente trabajo investigamos el perfil
farmacocinético del antimonio pentavalente SbV y del
antimonio trivalente SbIII, después de una dosis tinica
de 90 mg.kg!' administrados por via subcutanea a pe-
rros sanos. Adicionalmente, determinamos la cantidad
de antimonio pentavalente que puede ser sometido a
reduccion hacia la forma trivalente después de 24 horas
de administracion.
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La definicion del perfil farmacocinético de
las especies de antimonio en perros podria sugerir un
mejor protocolo terapéutico para la dosis, el intervalo
de administracion y la duracion de la terapia.

MATERIALES Y METODOS

Farmacos

Glucantime® Specia Rhone-Poulenc Rorer
Francia (ampollas SmL con 1,5 g de N-metilglucamina
427,5 mg SbV)

Animales

Se emplearon 4 perros (Canis familiares)
sanos (hembras) de dos afios aproximadamente y peso
15 kg. Previo al tratamiento, los animales fueron so-
metidos a evaluacion veterinaria y soporte nutricional
durante cuatro semanas. Tres dias previos al inicio de
las prueba se les practic6 pruebas hematologicas y
quimica sanguinea con el fin de determinar los valores
hematimétricos habituales, funcionalismo hepatico,
renal, glicemia y analisis coproparasitoldgico. El
Comité de Bioética del Centro de Investigaciones Pa-
rasitologicas de la Universidad de Los Andes aprobo
los procedimientos aplicados en este estudio.

Diserio Experimental

Los animales fueron inyectados con una
dosis tinica subcutdnea en la region prescapular de 90
mg kg, equivalente a 25,65 mg antimonio kg!). Se
colectaron muestras de sangre completa (2mL) de la
vena braquial a las 0,25 — 0,75 - 1- 2- 4- 8- 12 - 24
horas después de la administracion de la droga. Las
muestras se almacenaron a 4°C hasta su analisis.

Meétodos Analiticos

La concentracion de SbV y Sblll se determind
en muestras de sangre completa liofilizada mediante
espectroscopia de absorcion atomica, empleandose
un sistema combinado de inyeccion en flujo con ge-
neracion de hidruros y espectroscopia. Los limites de
deteccion (tomando tres veces la desviacion estandar
relativa al blanco) fueron de 1,02 y 0,58 pg L' para
antimonio trivalente y antimonio pentavalente (Petit
de Pefia et al., 2001).

Andalisis farmacocinético

Se calcularon los siguientes parametros
farmacocinéticos: la constante de absorcion (K ), el
drea bajo la curva versus tiempo (AUC, ), la cual fue
calculada usando la regla trapezoidal en el intervalo
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de 0-24 h, el area bajo la curva de concentracion ver-
sus tiempo desde 0 a infinito (AUC_ ), la vida media
(t2,) determinada como In2/B, donde B es calculada
a partir de la pendiente de la linea de regresion lineal,
la constante de eliminacion (K ), el volumen aparente
de distribucion (Vd, ) calculado mediante la formula
Dosis/AUC x B. La concentracién méaxima observada
(C,,) v el tiempo en que se alcanzo6 la maxima concen-
tracion plasmatica (T ) fue calculado directamente a
partir de las curvas individuales.

Andalisis Estadistico

Se determinaron las curvas de concentracion
plasmatica versus tiempo para cada animal, y
los valores alcanzados se analizaron usando un
modelo no compartimental basado en la teoria de
momento estadistico (Wagner, 1993) y el Programa
computarizado PK Solutions version 2.0 software
(Farrier, 1977). Las diferencias en los parametros
farmacocinéticos de las especies de antimonio se
analizaron estadisticamente usando la prueba de
Wilcoxon, una prueba no parametrica. Se considerod
significativo a todo valor de P <0.05.

RESULTADOS

La Tabla I muestra las concentraciones
plasmaticas promedio de SbV y Sblll y su respectiva
desviacion estandar, observadas después de la admi-

Vasquez de Ricciardi L. et al.

nistracion de Glucantime® entre 0,25 y 24 horas en
perros, la concentracién promedio del antimonio pen-
tavalente fue de 6,94 pg/mL, similar a la concentracion
pico (7,25 pg/mL), detectada 2 horas después de la
inyeccion a (rango 1 a 4 horas), las concentraciones
maximas alcanzadas en los cuatro animales estuvieron
entre 2,14y 12,71 pg/mL. Para el antimonio trivalente
la concentracion maxima fue de 0,62 pg/mL, alcanzada
en 4,0 horas, rango entre 0,25 a 12 horas, las concen-
traciones pico para los cuatro animales estuvieron entre
de 0,54 y 1,03 pg/mL.

La Tabla II presenta la conversion sistémica
de antimonio pentavalente hacia antimonio trivalente
alas 24 horas la cual resulto en 23,62%. La proporcion
promedio de antimonio trivalente/pentavalente para los
cuatro animales a las 24 horas fue de 0,32.

Las curvas de concentracion plasmatica de
antimonio pentavalente y trivalente versus tiempo se
muestran en la Fig. 1. Después de la administracion
de Glucantime®, el antimonio pentavalente decae en
dos fases. En las primeras cuatro horas la concentra-
cion plasmatica desciende desde 6,94 + 4,46 mg/mL"!
a 4,18 £ 2,77 mg/mL"!, indicando una distribucion
rapida. En la segunda fase la concentracion cae mas
lentamente y el metal fue aun detectable 24 horas post
administracion (0,80 pg/mL"! £+ 0,09). La vida media
(t72) fue 13,18 h. y mostré un aparente volumen de

Tabla I. Concentraciones (ug/mL) promedio (DE)* de antimonio trivalente (Sblll) y pentavalente (SbV) en

sangre de cuatro perros sanos.

Perro Sb Tiempo

(ug/mL) 0,25 0,75 1,0 2,0 4,0 8,0 12,0 24,0

1 I 0,76 0,41 0,43 0,21 0,24 0,40 0,35 0,15
2 1 0,24 0,28 0,34 0,53 0,33 0,48 0,54 0,17
3 I 0,27 0,50 0,45 0,45 1,02 0,29 0,33 0,40
4 I 0,19 0,47 0,46 0,66 0,92 1,03 0,48 0,34
Promedio 0,36 0,41 0,42 0,46 0,62 0,55 0,42 0,26
DE 0,22 0,08 0,04 0,16 0,34 0,28 0,08 0,10

1 \ 1,77 2,39 3,78 2,97 2,29 2,14 1,02 0,74
2 \ 1,58 1,33 1,42 1,82 2,14 1,18 0,76 0,71
3 \Y 4,13 6,26 10,42 - 3,40 1,47 1,52 0,84
4 \ 2,33 6,94 12,16 12,71 8,92 2,27 1,94 0,94
Promedio 2,45 4,23 6,94 5,87 4,18 1,76 1,31 0,80
DE 1,00 2,41 4,46 5,96 2,77 0,45 0,45 0,09

DE: Desviacion Estandar
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Tabla Il. Conversion de antimonio pentavalent hacia trivalente en sangre de cuatro perros sanos que
recibieron una dosis Unica subcutanea de Glucantime®.

Glucantime®

Perro Tiempo (Hs) Sb total SbV Sblll Sblll / SbV %
1 24 0,89 0,74 0,15 0,20 16,85
2 24 0,88 0,71 0,17 0,23 19,3
3 24 1,24 0,80 0,40 0,50 32,0
4 24 1,29 0,94 0,34 0,36 26,35
X 0,32 23,62%

distribucion (Vd) de 30,65 Lkg™. La diferencia entre ~ DISCUSION

AUC,,, (48,25 ug. hmL")y AUC, (63,55 pg.hmL™")
fue de 75,92 %, resultado un 24,08% de droga que aun

no ha sido eliminada (Tabla III).

El antimonio trivalente mostr6 una C__ de
0,8 mgmL'yunT_ 6,0 hs, permitiendo distinguir
claramente una fase, donde la concentracion plasma-
tica cae muy lentamente. Para el antimonio trivalente
se encontré una vida media (t/2 ) de 16,10 horas y
un volumen of distribucion (Vd) de 126,5 Lkg'. Una
diferencia entre AUC,, (10,35 ngh mL") y AUC

(17,35 pg.h mL™") resultando en un 40,35% de droga
que debe ser eliminado (Tabla IV).

No se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas entre los parametros farmacoci-
néticos comparados, usando el test no parametrico de
Wilcoxon's (P= 0,068).

Fig. 1. Perfil farmacocinético del Sb Il y Sb V
después de administrar 90 mg/kg Glucantime via
subcutanea en perros (n=4).

—e— Sblll
—O0— SbV

3
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La farmacocinética de los compuestos anti-
moniales empleados usualmente en medicina humana
y veterinaria es compleja e impredecible, modificando
la respuesta individual, el analisis de los datos experi-
mentales podria ayudar a clarificar el comportamiento
de las especies de antimonio cuando se administra en
perros.

La reduccion sistémica hacia la forma tri-
valente, considerada mas activa, en este ensayo fue
de 23,62% a las 24 horas, similar a la reportada por
otros autores con Glucantime® y otros preparados
pentavalentes en humanos (Chulay, 1988; Vasquez
et al., 2006). La concentracion de SbIIl depende de
un proceso de reduccion de SbV hacia SbIIl. Como
se reporta para el estibogluconato de sodio (Tracy &
Webster, 2001), un 20% aproximadamente del antimo-
nio plasmatico después de administrar Glucantime®
permanece en forma trivalente. Resultando un balance
positivo de SbIII a partir de la conversion a nivel he-
patico, sistémico, o intramacrofagico de SbV a SbIII
(Tracy & Webster, 2001; Chulay et al., 1988; Zhou et
al.,2004). La forma trivalente mostré mayor Vd que la
forma pentavalente, debido probablemente a su mayor
capacidad de reaccion electroquimica. El SbIII ha mos-
trado marcada afinidad por los eritrocitos donde podria
depositarse por 24 a 48 horas, y por los macroéfagos
donde ha mostrado acumularse por al menos tres dias,
disminuyendo asi el antimonio libre disponible para la
excrecion (Valladares et al., 1996; Robert et al., 1995).
Las caracteristicas cinéticas previamente citadas las
comparte con el Arsénico, cuya forma trivalente ha
mostrado capacidad para interactuar con los grupos tiol
de las proteinas, este mecanismo contribuiria entonces
a incrementar su retencion tisular (McKinney, 1992;
Frézard et al., 2001; Vasquez et al., 2006). De hecho,
este se ha seflalado como uno de los mecanismos
que contribuye al efecto leishmanicida del antimonio
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Tabla Ill. Parametros farmacocinéticos de antimonio pentavalente después de la administracion
subcutanea de una dosis Unica de Glucantime® 90mg/kg a cuatro perros sanos.
Animal
Parametros 1 2 3 4 X (DE)
C... (Mg/mL) 38 2,1 10,4 12,7 7,25 (5,10)
o (hr) 1,0 4,0 1,0 2,0 2 (1,41)
Ka (h) 1,49 1,69 2,57 1,59 1,65 (0,15)
AUC,,,, (mg.h mL") 36,4 26,2 55,8 86,7 48,25 (26,61)
AUC, (mg.h mL™) 49,3 40,8 77,7 103,4 63,55 (27,78)
2, (hr) 12,11 14,29 18,08 12,30 13,18 (1,13)
K, (h") 0,057 0,048 0,038 0,056 0,052 (0,004)
vd, (LKg™) 31,8 454 30,2 15,4 30,65 (12,27)

Tabla IV. Parametros farmacocinéticos de antimonio trivalente después de la administracion subcutanea
de una dosis Unica de Glucantime® 90mg/kg a cuatro perros sanos.

Animal
Parametros 1 2 3 4 X (DE)

e (ug/mL) 0,8 0,5 1,0 1,0 0,8 (0,23)

o (hr) 0,3 12,0 4,0 8,0 6,0 (5,04)
Ka (h") 0,44 6,42 1,44 0,81 2,27 (2,79)
AUC,_,,, (mg.h mL") 7,0 9,5 10,5 14,5 10,35 (3,07)
AUC (mg.h mL") 9,2 13,5 24,9 21,8 17,35 (7,25)
thz, (hr) 9,8 16,4 25,0 13,21 16,10 (6,51)
K, (h") 0,071 0,042 0,028 0,052 0,048 (0,018)
vd, . (LKg™) 139,0 158,1 130,2 78,8 126,5 (33,88)

(Roberts et al., 1995). El Vd encontrado para el SbV
y SbIII fue de 30,7 and of 126,5 1/kg respectivamente,
con un valor de AUC " de 51,2 pg.hmL'en SbV y
de 10,35 pg-h/mL en SbIII.

Los datos reportados por otros autores que han
estudiado la farmacocinética en perros se alcanzaron a
partir de muestras de antimonio total, es decir sin separa-
cion de especies, en este ensayo, el SbV mostro una rapi-
da distribucion y mas lenta eliminacion, mientras que las
concentraciones de el SbIII ascendieron y descendieron
muy lentamente, lo anterior puede demostrarse con las
diferencias entre AUC, iy (10,35 pghmLY) y AUC(O_w)
(17,35 pg.h mL) resultando en un 43,35% de la forma
trivalente pendiente por eliminarse y potencialmente
terapéutica.

El presente estudio esta limitado por el
reducido tamafio de la muestra, particularmente en
estudios de farmacocinética donde se esperan razona-
bles variaciones individuales, atribuibles por demas a
las diferencias genéticas entre especies. Sin embargo,
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los resultados alcanzados muestran desigualdad en
la farmacocinética de las especies de antimonio en
perros, estas podrian explicar, al menos parcialmente,
las diferencias en la eficacia terapéutica atribuidas a
las especies por separado.

Pharmacokinetic disposition of antimony
species in dogs after a dose of meglumine an-
timonate (Glucantime®)

SUMMARY

The pharmacokinetic parameters species of
antimony present in Glucantime® was studied, in four
healthy dogs, following subcutaneous administration
of single dose 90 mg/kg'. Blood samples were
analyzed by atomic absorption spectroscopy. After
administration, the pentavalent antimony showed
decay in two phases, half-life was 13.18 h, volume of
distribution Vd of 30,65 Lkg™!, area under curve ;.
48.25 pg. h mL! y area under curve, 63.55 ugh
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mL"'. The trivalent antimony showed one phase well
distinguished, the half- life was 16.10 h, volume of
distribution of 126.5 Lkg"', area under curve ., 10.35
nghmL" and areaunder curve , 17.35 pghmL". The
systemic conversion of pentavalent antimony to trivalent
antimony at 24 hours was 23.62%. The present study
was limited by its small sample size, whatever the results
obtained revealed a difference in the pharmacokinetics
of pentavalent and trivalent antimony in dogs, this might
explain, in part, the therapeutic efficacy differences
found with separated species.

Key words: Glucantime®, pharmacokinetic,
disposition, SblIII, SbV, dog.
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