Acta Farm. Bonaerense 12 (3): 131-6 (1993) Trabajos originales
Recibido el 4 de noviembre de 1993
Aceptado el 22 de diciembre de 1993
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RESUMEN. Se realiz6 un estudio preliminar de biodisponibilidad de furosemida vs.
una prodroga de furosemida: 4-cloro-N-furfuril-5-sulfamoilantranilato de acetiloxi-
metilo, en seis voluntarios sanos, a través de un diseiio aleatorio, cruzado y compensa-
do. Se monitore6 por un lapso de 24 horas, los niveles de Furosemida en orina por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC). Se calcul6 el porcentaje acumu-
lado de la dosis de furosemida recuperada en orina al cabo de las 24 hs.(%E24), las
constantes cinéticas de eliminacién (B) y de absorcién (Ka), y el tiempo para Ia veloci-
dad méxima de excrecion de furosemida (Tmix). Se analiz6 estadisticamente cada pa-
rdmetro mediante el test t-Student para series apareadas, previa verificacién de nor-
malidad en la distribuci6n de cada serie y homogeneidad de varianzas.

SUMMARY : “A Bioavailability Study of a Furosemide Prodrug in Humans”. A prelimi-
nary bioavailability study of furosemide vs. a furosemide prodrug: acethyloxymethyl-4-
chloro-N-furfuryl-5-sulfamoyl anthranilate was carried out using a randomized two-way
crossover and balanced design. Furosemide levels in urine were analyzed by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC). The urine was collected up to 24 hours. The
accumulated percentage of urinary recovery of furosemide within 24 hours (%E24), elimi-
nation rate constants (§) and absorption rate constants (Ka) and the time to reach the maxi-
mum rate of excretion of furosemide (Tmay), were calculated. A statistical analysis was per-
formed using a Student’s t-Test for paired series after verifying normal distribution and
homogeneity of variances of the parameter sets.

INTRODUCCION -

Han sido sintetizadas previamente una serie de prodrogas de furosemida
del tipo aciloximetilesteres de furosemida !, a partir de las cuales fueron evalua-
dos los siguientes pardmetros 1 vitro: cinéticas de hidrélisis en fluidos gastrico e
intestinal simulados, homogeneizado de intestino de rata y plasma humano. En
base a estos estudios, se seleccionaron dos prodrogas de dicha serie: P1 ( 4-clo-
ro-N-furfuril-5-sulfamoilantranilato de acetiloximetilo) y P4 (4-cloro-N-furfuril-5-
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sulfamoilantranilato de pivaloiloximetilo), las cuales fueron evaluadas in vivo utili-
zando ratas Wistar machos 2, resultando que ambas prodrogas mostraron mayor
biodisponibilidad que la Furosemida (F), pero similar entre ellas.

La eleccion de la prodroga a ensayar en humanos, se basé en las propieda-
des fisicoquimicas de P1 y P4 !, seleccionando aquélla de menor lipofilia, para asi
disminuir los problemas de solubilidad.

En el presente trabajo se realiza un estudio preliminar de biodisponibilidad
relativa de la prodroga P1, con referencia a furosemida.

PARTE EXPERIMENTAL
Protocolo del estudio

Se trabaj6é sobre un grupo de seis voluntarios sanos,verificando su condicion
de tales a través de exidmenes bioquimicos y evaluacién médica. Los voluntarios
no tomaban ninguna otra medicacién. Luego de un ayuno de 12 horas, se les ad-
ministré la sustancia correspondiente y fueron mantenidos en ayuno por 4 horas
mis. A ese tiempo ingirieron un almuerzo estidndar, a las 4 horas siguientes una
merienda liviana y a las 4 horas una cena estidndar.

El seguimiento de los voluntarios se realiz6 durante 24 horas, periodo duran-
te el cual se fueron recogiendo alicuotas de orina correspondientes a cada miccion
espontinea. Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta el momento de dosificar
los niveles de furosemida por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC). A
los voluntarios se les permitié tomar agua ad-ltbitum, dejando constancia en el
protocolo de trabajo. El estudio fue disefado en forma aleatoria, cruzada y com-
pensada dejando una semana entre cada administracion, sea furosemida o prodro-
ga.

Se administré una dosis de 20 mg de furosemida y su equivalente en prodro-
ga, bajo la forma de solucién, las cuales se prepararon en el momento de la admi-
nistracién. Para furosemida se disolvieron 100 mg en 500 pl de acetona y 500 pl
de etanol absoluto. De alli se tomaron 200 pl (una dosis, 20 mg) que se colocaron
en una cipsula de gelatina, que es lo que el voluntario ingiere. Para la administra-
cién de Prodroga se prepar6 una solucién en idénticas condiciones pero conside-
rando el equivalente en peso en P1.

Procesamiento de muestras

A 500 pl de orina, se agregan 50 pl de una solucién de estindar interno (176
pg/ml de xipamida), 500 ul de acido fosférico al 1% en agua y finalmente 5 ml de
acetato de etilo. Se agita en vortex durante un minuto, luego se centrifuga por 5
minutos a 3000 rpm y se retoma la fase orgdnica que se evapora a sequedad bajo
corriente de aire a 50 °C. El residuo se retoma con 200 pl de metanol y se inyec-
tan 20 wl en el cromatégrafo.

Para cada serie de muestras correspondientes a una administracioén se prepa-
raron dos patrones de furosemida de concentracién final en orina (orina basal del
voluntario) de 5 y 10 pg/ml, agregando 25 pl y 50 pl de una solucién madre de
furosemida, respectivamente, procediendo luego como con las muestras proble-
mas., -
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Condiciones cromatogrdficas

Cromatdgrafo Shimadzu, Bomba LC-6A, Detector SPD-6A, System Controller
SCL-6A Hitachi, Recorder 561. Fase estacionaria: columna C18, 5 micras, 100 A de
tamafio de poro, Shim-pack CLC-ODS de 15 ¢cm x 6 mm ID.; Fase mévil: 4cido
acético 1% - acetonitrilo (62:38); flujo de 3 ml/min; temperatura ambiente; detec-
cién a 274 nm, sensibilidad de 0,02 - 0,04 aufs.; presion de trabajo de 230 Kg/cm2;
velocidad de registro de 0,5 cm/min.,

En estas condiciones, los tiempos de retencién para furosemida y xipamida
(estandar interno) fueron de 3,8 y 8,5 minutos respectivamente.

Tratamiento de datos

Las concentraciones de furosemida obtenidas se multiplicaron por el volu-
men de orina emitido para obtener en forma acumulativa la cantidad excretada
del principio activo a lo largo del tiempo. Estas cantidades fueron normalizadas
por la dosis administrada expresada en furosemida para cada administracion, a los
efectos de obtener el porcentaje de la dosis recuperada en orina a los diferentes
tiempos. La figura 1 ilustra, para cada sujeto, el porcentaje acumulado de recupe-
racion de furosemida vs. tiempo para ambas administraciones.

Se calculd la velocidad de excrecién de furosemida para cada intervalo de re-
coleccién adjudicando dicho valor al punto medio del intervalo de tiempo. Dicha
velocidad se determiné dividiendo la cantidad excretada en el intervalo por el
tiempo transcurrido en ese lapso.

Un grifico de la velocidad de excrecioén en funcién del tiempo origina una
curva similar a un perfil de niveles plasmaticos. La figura 2 muestra dichos niveles
para cada sujeto y para cada administraciéon. A partir de dichas curvas se determi-
naron el tiempo en obtener la maxima velocidad (Tmax) y las constantes cinéticas
de eliminacion (B) y de absorcién (Ka) de furosemida.

Para la estimacién de estos dos tltimos parimetros farmacocinéticos se ajus-
taron las curvas a los valores experimentales mediante anilisis de regresion lineal
por el método de las residuales. De esta forma se originaron dos series de valores
correspondientes a cada administraciéon (P1 y F), para cada uno de los siguientes
parametros: Tmax, B, Ka v el porcentaje de la dosis de furosemida recuperada en
orina al cabo de las 24 horas (%E24). Se analiz6 estadisticamente cada pardmetro,
comparando las dos series de datos mediante un Test t-Student para series aparea-
das, previa verificacion de normalidad en la distribucién de cada una de ellas y
homogeneidad de varianzas.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se muestra el resumen de los datos obtenidos para cada para-
metro evaluado. Estadisticamente, no puede informarse que existan diferencias
significativas para el nivel de significacién del 5% entre los valores de cada para-
metro.

Estos resultados permiten informar una vida media de eliminacién para la Fu-
rosemida de 5,8 horas (B= 0,12 h-1). Esto verifica nuestros resultados previos 12 en
cuanto a que la prodroga P1, una vez absorbida, sufre una inmediata transforma-

133



Prandi, C. y P. Fagiolino

‘oduwan [sp UQUNJ US EPIIUSSOINJ 3P UQIDSIIXD 3P PEPIOIRA T esnSiy

1d ON0I, UPY Ly PSS WY 1d BEODUGUIY y  SPIIININEY o

‘odwian [ap uolduny
us (opejnWINOE) eplwasoiny ap uomeradndas ap aleyusdiod I eIndiy

id YOOI WIV y..  EHIGESON JUDY ., . 3d PAODOIJWRY o PISFOINIWPY —

(4) OQdni3iL / (W) OdW3IIL {4) OdNIIL . {4) OdW3IIL
92 [+ E) o 9 o 0z L [ 3 ] 1~ oz " o 9 o °” o o o [ [
TR, T——— -
L qoo2

J .\ j 009 \ 9

| ,»4 oot \ o001 A L
I o GO9I .

f ooo“ 4 [{ooe o e el ”
S Jor 02
| [Jocss / .\.\A\\ 92
i {oove 0092 e e W T oy Jos

o1ams w7 won 0%¢ o2 o

9 S 043rNS 9 o13rns 3% S ol3rns 3%

id WORUSUPY 5 SPILOSINIWPY o 14 ROOPOISUPY ~g  SPIWSEOINITTY o

Id YOROITWPY g SPINETINIUPY o Id BOOPUSBRY —y  SPIISTINIULY

(4) OdW3IL (4} OdW3IL )
. OdNIL U) OdWILL
92 [ @ o 9 o oz £ 3 o ? [J o8 92 (] ) o 9 o oz % ) o 9 o
IJ/, 1 008
hY o \ 9
_/ z \ 0004 0z ! 40t
\ Y 9
\ {e /X oost o6 \\\
{ 402
v 000z - or — 1
2 0092
rns o - °
Y 013 wen g oLlarns uon y O15ms = YE =

14 OPOILUPY . eprerAMIVPY 1d PEOPAUSWPY e SPUNTINIUEY o

(4) OdW3IL {4) QWL
% * L ] o i el fd o 2 oo
/ -

009 > 009

000}
0008

o098
0091

0002

0002 o009z

2otamns e 70 L oLarns 9008

Id BOHUYGUPY o SPIISEUNFUWPY 1d MORUIWPY o SPIUSTOINIWPY o

{4) OdW3IL ’ {4) OdN3IL
« o o o

i1 oz 9 o 92 oz 9 L]

. 7la

\ oL 7 1o

ot 13

(24 [-T3

92 *w«

ot 13

o€ _mw

zolarns I 1L 013rnNs R

134



acta farmacéutica bonaerense - vol. 12 n° 3 - afio 1993

Tabla 1. Resumen de datos correspondientes a los parametros evaluados en el estudio de biodispo-
nibilidad de furosemida (F) vs. una prodroga de furosemida (P1).

Voluntario P (D %E24 Tomax (h) Ka(h-1)  Periodo

A B A B A B A B A B

1 0.049 0.1 319 282 158 075 223 654 2 1

2 0.097 0.15 211 338 110 075 172 226 1 2

3 021 0.10 247 27.2 1.05 029 292 693 12

4 012  0.068 403 30.1 125 10 163 178 2 1

5 011  0.11 23.0 309 084 0.83 273 216 1 2

6 019 0.13 430 19.3 097 096 316 1.81 2 1

X 013 o1 307 282 113 076 240 358

s 0.060 0.028 9.29 495 026 0.25 064 245

A: administracién de furosemida; B: administracién de Prodroga P1; B: constante de velocidad de eli-
minacién de primer orden; %E24 porcentaje acumulado de la d051s de furosemida recuperada en
orina de 24 hs.; K;: constante de velocidad de absorcion de primer orden; Tpax tiempo experimen-
tal de mixima velocndad de excrecién de furosemida; Periodo: semana en que se administré cada
sustancia; X: valor medio. s: desviacién estandar.

cién en furosemida. La vida media de absorcién para furosemida, ya sea adminis-
trada como tal o como profirmaco, puede decirse que insume aproximadamente
14 minutos (K. = 3 h-1).

En cuanto a la biodisponibilidad de la furosemida luego de administraria co-
mo prodroga P1, (parimetro que era de interés evaluar en humanos), no puede
concluirse una mejoria, en vista del porcentaje de la dosis recuperada en orina en
las 24 horas del estudio. Aunque no contribuye en la decisién de que existan o no
diferencias en la biodisponibilidad, resulta interesante observar que aquellas admi-
nistraciones que se realizaron en la segunda semana del estudio produjeron, en
general, mayor recuperacién de la dosis en orina. Un test t-Student para series
apareadas muestra diferencias significativas entre las administraciones dadas en las
diferentes semanas (p = 0,05). La explicacién aln no es clara, pero ameritaria in-
vestigar mas este fenémeno.

Nuestro objetivo, en el desarrollo de una prodroga de absorcion de furosemi-
da, era aumentar la biodisponibilidad de esta sustancia, al evitarse (por bloqueo
de la funcién carboxilica) la ionizacién que ésta irremediablemente sufre en el in-
testino, (pKa=3,9) 1. A pesar que este hecho fue corroborado en ratas, observindo-
se un aumento en la biodisponibilidad cuando se administré esta prodroga P1 res-
pecto a furosemida 12, en el hombre no es posible, a partir de este estudio, con-
cluir 19 mismo.
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Como posibles causas o explicaciones a esta observacién en humanos, po-
demos plantear dos factores principales. Por un lado, lo que seria mds dramdtico,
que la prodroga P1 se hidrolizara en el tracto digestivo en forma importante antes
de absorberse, y/o por otro lado, que la misma al llegar al estémago y/o intestino
precipite, dada su baja solubilidad en agua, dificultando asi su absorcién. Si esta
altima fuera la causa, el agregado de mejoradores de la solubilidad, corregiria el
problema.

A los efectos de investigar qué comportamiento sigue la prodroga P1 luego
de administrarla junto a una comida que pudiera estimular la secrecion biliar y
con ello favorecer la disolucién y por ende la absorcién, es que se viene ensayan-
do un estudio similar al presentado, pero administrando una vez la prodroga en
ayuno y la otra semana la prodroga conjuntamente con un desayuno rico en lipi-
dos. Por el momento resulta aventurado emitir un juicio definitivo sobre este pun-
to.
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