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RESUMEN

Desde hace deécadas los antimoniales
pentavalentes se han empleado en el tratamiento de
la Leishmaniasis. Sin embargo, las diferencias
estructurales de las formulaciones continuamente
se relacionan con variaciones farmacocinéticas.
Por lo tanto, se evalud la distribucion del antimonio
y sus especies en tejidos de elevada y baja
perfusion de ratas hembra a quienes se les
administré una dosis Unica equivalente a 5 mg de
Sb(V)/kg de un antimonial en fase experimental
(Ulamina) y de una especialidad de amplio uso en
la terapéutica clinica (Glucantime®). La
especiacion de antimonio se logré mediante el uso
de un sistema de inyeccién en flujo-generacion de
hidruros acoplado a espectroscopia de absorcion
atomica. Los datos reflejaron que el antimonio se
distribuyé en todos los érganos y tejidos
estudiados, alcanzando la mas alta concentracion
en rifién e higado, y la més baja en mdsculo
esquelético. Se evidencié que el Sb(V) se
distribuy6 en el siguiente orden posterior a la
administracion de Ulamina: rifion >pulmén >
higado = corazén > mdsculo esquelético. De
manera similar, posterior a la administracion de

Glucantime® la especie se cuantifico en: rifién >
pulmon > higado > corazén > musculo esquelético.
Por su parte, la especie trivalente solo se detecto en
algunos tejidos y organos, reflejando mayores
diferencias en la distribucion en funcion del
antimonial administrado.

PALABRAS CLAVE

Comparacion, disposicién, tejidos,
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ABSTRACT

For decades, pentavalent antimonials have been
used in the treatment of Leishmaniasis. However,
structural  differences in  formulations are
continually related to pharmacokinetic variations.
Therefore, the distribution of antimony and its
species was evaluated in high and low perfusion
tissues of female rats to which a single dose
equivalent to 5 mg of Sb(V)/kg of an experimental
antimony (Ulamina) and a specialty widely used in
clinical therapeutics (Glucantime®). Antimony
speciation was achieved by using a flow injection-
hydride generation system coupled to atomic
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absorption spectroscopy. The data reflected that
antimony was distributed in all organs and tissues
studied, reaching the highest concentration in
kidney and liver, and the lowest in skeletal muscle.
It is evident that Sb(V) was distributed in the
following order after the administration of
Ulamine: kidney > lung > liver = heart > skeletal
muscle. Similarly, after the administration of
Glucantime® the species was quantified as: kidney
> lung > liver > heart > skeletal muscle. For its part,
the trivalent species was only detected in some
tissues and organs, reflecting greater differences in
distribution  depending on the antimonial
administered.

KEY WORDS

Comparison, availability, tissues,
leishmanicide, pentavalent antimony, trivalent
antimony.

INTRODUCCION

La eficacia o toxicidad de un farmaco depende
de su distribucién a dérganos y tejidos especificos,
y explica en cierto grado, la falta de reciprocidad
entre los niveles plasmaticos y los efectos que se
observan [1]. Sin embargo, la investigacion sobre
la distribucién de farmacos ha sido mas limitada, al
compararse con otros parametros farmacocinéticos,
debido en parte, a la dificultad para acceder a
tejidos diana por razones éticas, y a la falta de
herramientas experimentales confiables para
evaluar el proceso de distribucién, muy a pesar a la
identificacion de numerosos transportadores de
farmacos [2]. No siempre existe un equilibrio
completo y duradero entre la sangre y el tejido. Este
hecho, justifica las estrategias de aplicacion
localizada de medicamentos, cuyo objetivo es
administrar farmacos en sitios diana que de otro
modo serian virtualmente inaccesibles [3]. Durante
décadas los antimoniales pentavalentes han sido el
tratamiento de primera linea contra la
leishmaniasis. Mundialmente se cuenta con dos
formulaciones comerciales donde el antimonio se
encuentra bajo la forma de antimoniato de
meglumina o0 estibogluconato sodico. Estas
diferencias estructurales a menudo se relacionan

con las variaciones farmacocinéticas que se
observan al emplear estos medicamentos [4]. Aun
cuando estas formulaciones han sido utilizadas
durante largo tiempo, el mecanismo de accion del
antimonio no es comprendido del todo, existiendo
actualmente dos modelos principales de su
mecanismo de accion; el modelo profarmaco v el
modelo de Sb(V) activo. En el segundo de ellos, el
Sh(V) tiene efectos antileishmanicos intrinsecos
[4,5], mientras que en el modelo profarmaco, los
compuestos de antimonio pentavalente son
profarmacos que ejercen su actividad contra los
paréasitos de Leishmania después de una reduccion
In Vivo a Sh(lll) en las células del huésped [6].
Finalmente la especie trivalente induce la apoptosis
mediante la activacion de estrés oxidativo e
incremento del Ca?* intracelular [4,5,7].

Después de la administracion intramuscular, el
antimonio se absorbe rapidamente alcanzando
concentraciones maximas entre las 0,5-2 horas [4,
8,9-11]. Investigaciones sobre la distribucién de
antimonio (***Sb) marcado radiactivamente en
humanos voluntarios sanos, han dado como
resultado la mayor acumulaciéon del mismo en
higado > tiroides > corazon [12]. En monos Rhesus,
55 dias después de la administracion durante 21
dias, los mayores niveles de antimonio fueron
encontrados en tiroides > ufias > higado > vesicula
biliar > bazo [13]. En ratas, posterior a 21 dias de
tratamiento, la distribucion 24 horas después,
alcanz6 los mayores niveles en bazo > rifién >
tiroides > higado, no reportandose unién a
proteinas [4,14]. En la piel, al Jaser et al. [11].
identificaron un leve retraso en la distribucion del
antimonio en este 6rgano, al ser comparado con la
sangre completa, observandose que a las 2,1 h el
antimonio logra la Crmax €n la piel, mientras que en
solo 1,5 h en sangre completa. Al evaluar las
biopsias de piel de pacientes con leishmaniasis
cutanea y pacientes sanos tratados con una dosis de
10 mg/kg/dia de estibogluconato de sodio durante
10 dias, los autores, no encontraron diferencias
significativas en los niveles obtenidos (Cmax 5,02 +
1,43y 6,56 +2,01 pg/g, respectivamente) [11]. No
obstante, otras investigaciones en pacientes con
leishmanisis  cutanea  tratados con  10-20
mgSb/kg/dia reflejaron mayores niveles que
oscilaron entre 8,32-70,68 ng/g, después de 20 dias
de tratamiento [15] y con 20 mgSbh/kg/dia los
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niveles alcanzados fueron 7,46 + 7,7 ug/g [16].
Respecto a la eliminacién, la via renal es la
principal via de excrecion de antimonio; oscilando
la depuracion renal ajustada al peso entre 0,086-
0,144 L/h/kg [8,17]. En la mayoria de los estudios,
el antimonio se excreta por medio de la orina dentro
de las 24 horas posteriores a la administracion de la
dosis con un tiempo de vida media entre 1,7-2,02
h. [8,9,11,17,18]. Miekeley et al., (2009);
determinaron las especies de antimonio, Sh(lll) y
Sb(V) respectivamente, y reportaron la primera
evidencia de la conversion In Vivo de las especies
i6bnicas de antimonio del antimoniato de
meglumina [19]. ElI contenido de Sb(lll) ha
resultado insignificante al  analizar las
formulaciones  farmacéuticas de antimonio
pentavalente, sin embargo, posterior a su
administracién, se observaron concentraciones de
Sb(III) en orina de 111 pg/L 11 dias después de la
ltima inyecciéon de antimoniato de meglumina
[4,20]. Investigaciones realizadas en monos
reflejaron que la proporcién de la especie trivalente
de antimonio aumentd de 5% a 50% entre el dia 1
y 9, durante un ciclo de tratamiento por 21 dias con
antimoniato de meglumina, lo que infiere que los
niveles de Sb(lll) en el plasma aumentan
progresivamente a expensas de fase terminal de
eliminacion lenta [13]. Al ser los antimoniales
alternativas terapéuticas eficaces, este trabajo
presenta datos de distribucién de antimonio y sus
especies una vez administrada una dosis Unica de
un antimonial experimental y se compara con un
antimonial de amplio uso en la comunidad médica
en el tratamiento de la leishmaniasis.

MATERIALES Y METODOS

Animales: Setenta y seis ratas hembra
BIOULA: Sprague Dawley, del bioterio de la
Universidad de Los Andes, con un peso promedio
de 240 + 17 g y de la misma edad, fueron
empleadas en esta investigacion. Durante el ensayo
los animales tuvieron libre acceso al agua de bebida
y a dieta convencional de Ratarina (Protinal®). De
manera aleatoria, se formaron dos grupos de treinta
y seis animales, que a su vez, conformaron nueve
grupos de cuatro animales cada uno, a los que se
les administré los antimoniales en estudio. Cuatro

animales fueron tomados como control. A lo largo
del estudio, los animales se mantuvieron en
condiciones ambientales controladas a una
temperatura aproximada de 19°C (temperatura
ambiental). Los experimentos fueron realizados
bajo lineamientos en normas éticas nacionales [21].
y el protocolo experimental fue aprobado por el
comité de Bioética del BIOULA.

Dosis, muestreo, protocolo farmacocinético:
Cada uno de los 36 animales que conformaron los
dos grupos de estudio recibieron mediante
inyeccion Unica intraperitoneal una dosis de
Ulamina [22] (pentacloruro de antimonio y N-metil
glucamina 0,3 g/mL de Sb(V). Lote 2006) o
Glucantime® (Aventis, antimoniato de meglumina,
ampolla de 1,5 g/5 mL. Lote 805025) equivalente a
5 mg Sh(V)/kg. Los cuatro animales que formaron
el grupo control no recibieron ninguna formulacién
leishmanicida, solo se les administré una dosis de
anestésico para la toma de muestras (Pentobarbital
sodico, grado USP, 50 mg/kg). Una vez
administradas las formulaciones, se tomaron
muestras de organos y tejidos (corazon, pulmén,
higado, rifién y masculo esquelético) en diferentes
intervalos (0,25 -0,75-1-2-4-8-12-24
horas). La sangre remanente en los tejidos, fue
removida empleando agua 18MQ a 25°C,
proporcionada por un sistema Barnstead
NANOpure Infinity® UV (lowa, USA). El uso de
papel absorbente fue necesario con el fin de
remover el excedente de agua. Cada tejido fue
pesado y almacenado en empaques de polietileno,
liofilizado empleando un liofilizador LYOVAC
GT2 Leybold heraeus. (Hessen, Alemania), y
refrigerado a -4°C hasta su posterior analisis.

Determinacion de antimonio y sus especies
en matrices biol6gicas: Un sistema de inyeccién
en flujo y generacion de hidruros, acoplado a
espectroscopia de absorcion atémica (IF-GH-
EAA) [23], fue empleado para la cuantificacién de
antimonio y sus especies en los diferentes tejidos.

Anélisis farmacocinético: Los datos aportados
por cada animal fueron empleados en el estudio
farmacocinético de ambas  formulaciones
leishmanicidas. Se determind el valor promedio y
la desviacidn estandar para cada grupo. Con estos
datos, se consiguieron las curvas de concentracion
promedio de la especie antimonial versus tiempo,
en cada tejido en estudio. La concentracion
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maxima (Cmax) Y €l tiempo para alcanzar la Cpax,
fue determinado mediante el reconocimiento visual
de las graficas de concentracion versus tiempo, los
cuales fueron confirmados mediante el uso del
programa computarizado PK solutions, version 2.0
(Summit Research Services, Montrose, Colorado)
aplicando un modelo no compartimental, basado en
la teoria de momento estadistico. La prueba t-
student para muestras independientes fue utilizada
para establecer si hay diferencias estadisticamente
significativas entre los resultados. Un valor de p <
0,05 fue considerado significativo. El programa

estadistico SPSS (versién 18), fue para el analisis
estadistico de los datos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se determino la concentracion de antimonio y
sus especies, en tejidos de ratas BIOULA: Sprague
Dawley sanas a las que se les administré una dosis
equivalente a 5 mg/kg peso de Ulamina y
Glucantime® respectivamente. La Tabla 1, muestra
los niveles promedio de antimonio en cada uno de
los tejidos analizados en los lapsos de toma de

muestras.
TABLA1.
Concentraciones promedio (ng/g) de Sb total en tejidos posterior a la administracion intraperitoneal de Ulamina y Glucantime® en
dosis equivalente a 5 mg Sh(V)/Kg en ratas BIOULA: Sprague Dawley sanas.

C promedio (ng/g) = DE
Antimonial Tejido Tiempo (h)
0,25 0,5 0,75 1 2 4 8 12 24
Higado 3470 2103 1594 783 539 456 255 354 265
9 +270 | £118 | +146 | +75 +39 +46 +35 +31 +31
Rifion 39222 35504 15618 10592 5823 4582 1791 + 2638 £ 1438 +
+ 1606 +974 + 689 +198 +180 +150 97 153 149
Ulamina Corazén 3517 2432 1474 1053 606 180 150 433 372
+147 +129 +106 +98 +54 7 +8 +9 +8
Pulmon 11942 8237 5545 3341 738 238 179 181 250
+ 325 +112 +190 +200 +40 +20 +8 +6 +7
Mdsculo 3456 2653 1869 513 248 46 38 14 33
esquelético + 167 +56 +154 +26 +38 +1 +5 +2 +6
Higado 2763 1926 1548 1310 405 321 224 238 224
9 +174 | 98 +80 +69 +54 | 15 +5 +9 +14
Rifi6N 69247 46818 33467 18095 13822 13548 7428 2625 1717
+ 2655 +1275 +1016 + 476 +1331 + 687 +309 +196 +119
Glucantime® Corazon 2687 2924 1680 1595 224 60 71 64 55
+54 +68 +72 +55 +22 +3 +3 +2 +3
Pulmén 9630 8417 7399 4226 1129 475 334 335 327
+299 +292 + 257 +188 + 66 +20 +32 +25 +21
Mdsculo 2668 1865 1661 970 139 76 43 32,8 33
esquelético +168 +389 +99 +59 +11 +2 +1 +0,3 +2

C promedio: concentracién promedio; DE: desviacion estandar.

En todos los tejidos analizados, fue posible
detectar niveles de antimonio posterior a la
administracion de  ambas  preparaciones
leishmanicidas. En todos los casos, las
concentraciones méaximas se obtuvieron entre las
0,25-0,5 h. Tanto para Ulamina como
Glucantime®, la mayor concentracion de antimonio
(Sb total) fue encontrada en el rifin, obteniéndose
diferencias estadisticamente significativas entre
ambos valores (Ulamina=39222 + 1606 ng/g,

Glucantime®= 69247 + 2655 ng/g; P=0,000). El
segundo 6rgano con niveles mas elevados del metal
fue el pulmoén, alcanzando concentraciones de
11942 + 325 ng/g en el caso de Ulamina y 9630 +
299 nglg, con Glucantime®, mientras que, la
concentracion mas baja se ubicé en el musculo
esquelético, siendo para Ulamina 3456 + 167 ng/g
y para Glucantime® 2668 + 168 ng/g.
Adicionalmente, la metodologia analitica
empleada permitié cuantificar las especies de
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intervalos de toma de muestra una vez suministrada
ambas formulaciones.

antimonio en los diferentes tejidos estudiados. La
Tabla 2, presenta los niveles de la especie
pentavalente de antimonio, en los diferentes
TABLA 2.
Concentraciones promedio (ng/g) de Sb(V) en tejidos posterior a la administracion intraperitoneal de Ulamina y Glucantime® en dosis
equivalente a 5 mg Sb(V)/Kg en ratas BIOULA: Spague Dawley sanas.

C promedio (ng/g) + DE
Antimonial Tejido Tiempo (h)
0,25 0,5 0,75 1 2 4 8 12 24
Higado 3188 1915 1434 662 459 388 214 272 178
9 +270 +116 + 147 +67 +37 +44 +34 +30 +31
Rifion 37883 34300 14946 10148 5546 4361 1653 2482 1318
+ 1607 +1000 + 685 +201 +180 +149 + 106 +149 +152
Ulamina Corazén 3336 2314 1403 996 562 112 82 333 289
+138 +123 +108 +97 +54 +5 +6 +8 +9
. 11674 8122 5449 3210 610 107 23
Pumon 1 Y309 | 105 | #1900 | 200 | %42 | %17 +9 ND ND
Musculo 3456 2653 1869 513 248 46 38 14 33
esquelético | +167 +56 +154 +26 +38 +1 +5 +2 +6
Higado 2578 1823 1492 1294 405 321 224 238 224
9 +170 | 92 +73 +67 +54 +15 +5 +9 +14
Rifion 65341 43614 32327 16967 13282 12988 7301 2486 1582
+ 2556 + 1307 + 996 +734 +1320 +673 +323 +94 +116
. 2610 2831 1605 1553 177
® .
Glucantime Corazon + 55 +68 +74 +55 +95 ND ND ND ND
Pulmén 9630 8417 7399 4226 1129 475 334 335 327
+299 +292 + 257 +188 +66 +20 +32 +25 +21
Mdsculo 2564 1760 1585 904 113 43 8 ND ND
esquelético +169 +88 +101 +58 +11 +3 +2

C promedio: concentracion promedio; DE: desviacion estandar. ND: no detectable.

Para Ulamina y  Glucantime®, las formula Kp = Ct/Cp (1-E). Donde Ct (ng/g) y Cp

concentraciones maximas de Sb(V) se obtuvieron
en el rifion, seguidas por el pulmén, siendo en todos
los 6rganos el tiempo maximo para alcanzarlo 0,25
0 0,5 h. Referente a la cantidad de Sb(V) disponible
en cada uno de los tejidos, en el caso de Ulamina
sigue el orden siguiente: rifion > pulmén > higado
= corazén > mausculo esquelético. De manera
similar, posterior a la administracién de
Glucantime® se mantiene el orden siguiente: rifion
> pulmén > higado > coraz6n > mdsculo
esquelético. A pesar de estas similitudes, destaca el
hecho de que posterior a la administracion de
Ulamina en el corazén el descenso de las
concentraciones ocurre de manera gradual hasta 8
h posterior a la administracién de la dosis, sin
embargo, luego de este tiempo se observa un
aumento progresivo de los niveles. Con el fin de
lograr una mejor observacion del grado de
distribucion del Sb(V) se calcul6 el coeficiente de
particion tejido/plasma (Kp) con la concentracion
méaxima alcanzada en ambas entidades, mediante la

(ng/mL) corresponde a la concentracién maxima
obtenida en el tejido y en el plasma
respectivamente, valores previamente reportados
por Petit y col., [24] y E representa la proporcién
de extraccion del tejido. Debido a que el antimonio
es principalmente excretado por la orina [25,26] el
valor de E se iguala a cero para todos los tejidos.

Como se muestra en la Fig. 1 los mayores
niveles de antimonio pentavalente se encuentran en
el rifion, seguido por el pulmén, mientras que el
higado, corazén y musculo esquelético presentan
similar afinidad por esta especie, para ambas
formulaciones evaluadas. Sin embargo, es de
destacar, que los niveles de antimonio pentavalente
en el rifion se duplican cuando se administra
Glucantime® con relacién a los niveles obtenidos
posterior a la administracion de Ulamina, lo que
infiere una mayor afinidad y distribucion del
antimonio en el rifibn cuando se administra
Glucantime®.
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Fig. 1 Relacién de los niveles de antimonio pentavalente tejido/plasma (Kp) obtenidos a la concentracion
maxima, posterior a la administracion de Ulamina (A) y Glucantime® (B).

Por otro lado, al evaluar el comportamiento de
la especie trivalente de antimonio fue posible
detectar el metal solo en algunos tejidos. La Tabla

3, muestra los niveles de Sh(lll), en los diferentes
intervalos de toma de muestra una vez administrada
ambas formulaciones.

TABLAS3.
Concentraciones promedio (ng/g) de Sh(l11) en tejidos posterior a la administracion intraperitoneal de Ulamina y Glucantime® en dosis
equivalente a 5 mg Sb(V)/Kg en ratas BIOULA: Sprague Dawley sanas.

C promedio (ng/g) + DE
Antimonial Tejido Tiempo (h)

0,25 0,5 0,75 1 2 4 8 12 24

Higado 282 189 160 121 80 68 42 82 87

9 +11 +9 +8 +10 +6 +8 +4 +1 +3

Rifi6n 1339 1204 672 445 276 220 137 157 120

+96 +57 +29 +26 +26 +17 +15 +13 +7

Ulamina Corazon 181 118 71 57 45 68 68 100 83
+10 +8 +5 +2 +4 15 2 3 2

Pulmen 269 115 95 131 127 131 156 181 250

+17 +11 +4 +5 +2 +5 +10 +6 +7

Musculo ND ND ND ND ND ND ND ND ND

esquelético
p 184 103 56,54 15,85

Higado +7 +7 +8.23 +211 ND ND ND ND ND

Rifi6N 3906 3204 1140 1127 540 560 127 140 135
+ 155 +121 +73 +34 +34 +15 +22 +13 +12

Glucantime® Corazén 77 93 75 42 47 60 71 64 55
+3 +3 +4 +2 +3 +3 +3 +2 +3

Pulmén ND ND ND ND ND ND ND ND ND

Mdsculo 104 106 76 66 26 33 34 37 28

esquelético +2 +4 +3 +3 +3 +2 +1 +1 +1

C promedio: concentracién promedio; DE: desviacion estandar. ND: no detectable.

Los gréaficos del logaritmo de la concentracion
de Sb(lll) (ng/g de tejido seco) en funcién del
tiempo (Fig. 2), reflejan la concentracién maxima
alcanzada de Sbh(lI1) y el tiempo en que es posible
obtenerla, asi como el descenso progresivo de las
concentraciones a lo largo de tiempo.

Posterior a la administracién de Ulamina el
Sb(lll) solo fue detectado en el higado, rifion,
corazén y pulmoén. A diferencia, cuando se emple6
Glucantime® la especie trivalente fue cuantificada
en el higado, rifion, corazén y muasculo esquelético.
Sobresale que, empleando Ulamina la porcion
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terminal de las curvas del logaritmo de
concentracion vs tiempo presentan una pendiente
positiva en todos los tejidos; sin embargo, este
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comportamiento no se observa una vez
administrado Glucantime®.
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Fig. 2 Curvas de concentracion (ng/g) versus tiempo de Sh(lll), en tejidos posterior a la administracién de
una dosis tnica de Ulamina (A) y Glucantime® (B) respectivamente, equivalente a 5 mg Sh(V)/kg.

Es evidente que la distribucion y afinidad de la
especie trivalente por los diferentes tejidos es
dependiente de la formulacién antimonial
suministrada. Posterior a la administracion de
Ulamina el coeficiente de particion tejido/plasma
(Kp) (Fig. 3) muestra que los mayores niveles la
especie trivalente se encuentra en el rifién. En
6rganos como el pulmén e higado se observa una
afinidad semejante mientras que en el corazén esta
es menor. En el caso de la administracion de
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Glucantime®, este coeficiente (Fig. 3) también
demuestra la gran afinidad de la especie trivalente
por el rifion. Al comparar los niveles obtenidos en
este tejido con ambas formulaciones, es posible
observar como las concentraciones encontradas
con Glucantime® triplican los valores obtenidos
con Ulamina. En 6rganos como el higado, corazén
y musculo esquelético la afinidad de la especie por
los tres tejidos es semejante.
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Fig. 3 Relacién de los niveles de antimonio trivalente tejido/plasma (Kp) obtenidos a la concentracién maxima,
posterior a la administracion de Ulamina (A) v Glucantime® (B).

CONCLUSIONES

Fue posible determinar que el antimonio se
distribuye en todos los 6rganos estudiados,
alcanzando la concentracion mas elevada en rifion
e higado, y la méas baja en musculo esquelético.
Destaca el hecho, de que posterior a la

administracion de Ulamina en el corazon el
descenso de las concentraciones de Sh(V) ocurre de
manera gradual hasta 8 h posterior a la
administracion de la dosis, sin embargo, luego de
este tiempo se observa un aumento progresivo de
los niveles, lo que podria suponer una
redistribucion de la especie en este tejido. Los datos
infieren que la conversion a la especie antimonio
trivalente ocurre mas rapidamente con Ulamina
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que con Glucantime. En érganos que se consideran
de distribucion (corazén, pulmén y masculo) las
concentraciones son méas altas con Ulamina que
con Glucantime®. Para ambas formulaciones, la
permanencia de Sb (lll) en el corazén podria
favorecer a la cardiotoxicidad ampliamente
documentada de los antimoniales.
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