Arh. hig. rada toksikol., 30 (1979) 227—239.

Izvorni znanstveni rad
UDK 615.279

OKSIMI HI—6 I PAM—CI1: UPOREDNA
FARMAKOKINETICKA ISPITIVANJA POSLE
INTRAMUSKULARNOG I ORALNOG
APLICIRANJA PACOVIMA

M. MaksimMovid

Vojnotehnicki institut, Beograd

(Primljeno 2. IV 1979)

Nivoi HI-6 u plazmi, posle intramuskularnog davanja, bili su
gotovo dva puta veci od odgovarajucih nivoa PAM:Cl. Sa pove-
éanjem doze HI-6 produZava se i vreme potrebno za postizanje
maksimalne koncentracije oksima u plazmi pacova, dok kod
PAM-Cl ova pojava nije zapazena. Obim distribucije PAM-CI,
posle i. m. davama jeste 4 do 5 puta veéi od obima dlstrlbucue
HI-6, $to sugeriSe da PAM-Cl mnogo brze difunduje kroz mem-
brane i tkiva od HL6. Primenom HI-6 10 mg/kg, i. m., svakih
60 minuta, moguce je duze vreme odrzavati terapijsku koncen-
traciju oksima u krvi pacova. Pri oralnom davanju HI-6 i PAM
-Cl bioloska poluvremena su produZena, ali su maksimalne kon-
centracije u krvi vrlo niske. Oralno primenjen HI-6 se brze eli-
minise iz krvi pacova od PAM-CL

Nedavno je objavljeno da se biskvaternerni piridinijski monoksim
HI-6 ([(2-hidroksiiminometilpiridinij)-1-metil ] (4-karbamoilpiridinij)-1-
metil]-etar dihlorid) pokazao kao veoma efikasan antidot pri eksperi-
mentalnom trovanju pacova somanom (1, 2, 3). Nadeno je da HI-6 efi-
kasno $titi prec¢iséenu serumsku holinesterazu od inhibicije somanom
(4). Prema nalazima Erdmanna (5) i Schoenea (6) karboksamidska grupa
u molekuli oksima, koju ima i HI-6, odgovorna je za brzu degradaciju
antiholinesteraza sa pinakoliloksi-grupom, §to moZe biti od prakti¢nog
znadaja za antidotsku terapiju trovanja somanom.
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Do danas je samo mali broj oksima (PAM-CI, P.S, LiiH6 i delimi¢no
TMB-4) proucavan radi definisanja kinetickih parametara resorpcije,
distribucije i eliminacije, sa ta¢no$¢u neophodnom za farmakokineti¢ki
model (7—11). Sa nekim oksimima (na primer, LiiH6) posle intramus-
kularnog davanja, postignuta je u krvi visoka koncentracija, dok su kod
peroralnog davanja rezultati bili znatno slabiji (10, 12). Verovatno LiiH6
sporo prolazi kroz membrane (ili u tkivo), dok PAM-Cl i P.S idu brze.
Razlozi nisu sasvim jasni.

S obzirom na okolnost da je nivo oksima u krvi vazan faktor u tera-
piji trovanja organofosfornim jedinjenjima, smatrali smo da bi bilo
interesantno detaljnije ispitati farmakokinetiku HI-6 u pacova, jer
su o tome do sada objavljeni podaci dosta S$turi (1). Uporedivanjem
HI-6 i PAM-Cl u odnosu na brzinu resorpcije, nivo oksima u krvi i
njihovo izluc¢ivanje mokrac¢om u funkciji doze i vremena, obim distri-
bucije, vreme minimalne terapijske i maksimalne koncentracije oksi-
ma u krvi, dozni interval i biolosko poluvreme pri intramuskularnoj i
peroralnoj aplikaciji, mogao bi se dobiti bolji uvid u farmakokinetiku
HI-6 i primenom farmakokineti¢kih principa optimizirati terapija.

MATERIJAL T METODE

Zivotinje. Upotrebljeni su neanestetisani beli pacovi Zenskog pola,
tezine 190 do 210 grama.

Oksimi. HI-6 - 1H:0, t. t. 141—1430 C i ¢istoce preko 99,80/, sinteti-
san je u Zavodu za organsku kemiju i biokemiju Prirodoslovno-mate-
matickog fakulteta u Zagrebu (4).

PAM-CI je sintetisan u Vojnotehni¢ckom institutu u Beogradu.

Doze oksima i nacini primene. Oksimi su Zivotinjama davani intra-
muskularno i oralno. Pri intramuskularnom davanju doze HI-6 bile
su 10, 20, 30 i 50 mg/kg, a PAM-CI 20 i 50 mg/kg u 0,9-postotnom NaCl.
Pri oralnom davanju, zivotinjama koje su gladovale 24 ¢asa, davano je
zeluda¢nom sondom po 200 mg/kg vodenog rastvora jednog ili drugog
oksima u volumenu 1 ml/kg.

Kod viSekratne i. m. primenc oksima upotrebljene su doze 10 mg/kg

HI-6 i 50 mg/kg PAM-Cl. HI-6 je davan svakih 60, a PAM-Cl sva-
kih 70 minuta.

Odredivanje koncentracije oksima u plazmi i mokradi. U odredenim
vremenskim intervalima, posle davanja oksima (vidi slike), Zivotinje su
Zzrtvovane i u hepariniziranu epruvetu uzeta krv za analizu oksima. Po-
sle odvajanja eritrocita centrifugiranjem, jedan mililitar plazme razbla.
Zen je sa 3,8 ml destilisane vode i obraden ranije opisanim postupkom
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(13). Apsorbancije oksima u baznom rastvoru merene su u UV delu
spektra, za PAM-Cl na 335, a za HI-6 na 355 nanometara. Sva mere-
nja uradena su na spektrofotometru Beckman DK—2A, sa vodonikovom
lampom kao izvorom svetlosti.

Pri odredivanju oksima u mokraéi, mokraca je razblaZzena 10 puta i
0,1 ml uzet za analizu.

Sve tacke u dijagramima i vrednosti u tabelama predstavljaju sred-
nje vrednosti od 4 do 10 Zivotinja.

Kineticki parametri. Na osnovu dijagrama koncentracije oksima u
plazmi u funkciji vremena izracunavana je konstanta brzine elimina-
cije po jednadini prvog reda (14):

Ct = Cue-kt

u kojoj je C; koncentracija oksima u plazmi u vremenu t, C, koncen-
tracija u nultom vremenu, a k je konstanta brzine eliminacije oksima
iz krvi. Iz konstante je izracunavano biolosko poluvreme po jednadini:

t/2 = 0,693/k.

Matematicko konstruisanje krive pri visekratnoj primeni oksima vrsi se
prema jednacini (15):

log r = —kT/2,303

u kojoj je r = C/C,, §to zna¢i da je r onaj deo koncentracije oksima
u nultom vremenu koji nestaje iz krvi pre nego $to se da naredna doza
u vremenu T, kada u krvi postoji jo§ terapijska koncentracija oksima
od 4 mikrograma/ml. Za HI—6 ovi su parametri bili: T = 60, r = 0,215;
a za PAM-CI: T =70, r = 0,1108. Nove minimalne i maksimalne kon-
centracije, neposredno pre i 5 minuta posle davanja ponovljenih doza
oksima izracunate su iz jednacina:

Cmin = C,r i Cuae'= Gy + Cmiu '

REZULTATI

Nivo oksima u krvi pacova posle intramuskularne primene. Promene
u koncentraciji oksima u plazmi, u funkciji vremena, za oba oksima,
prikazane su na sl. 1. 1 2.

Pri primeni obeju doza PAM-Cl (20 i 50 mg/kg) i pri primeni manjih
doza HI-6 (10 i 20 mg/kg) brZe se postize maksimalan nivo oksima u
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Sl 1. Eksperimentalne koncentracije HI-6 u plazmi pacova posle i. m. pri-
mene i izracunate krive eliminacije

plazmi. Medutim, primenom veéih doza HI-6 (30 i 50 mg/kg) to ide spo-
rije. U tablici 1. prikazane su maksimalne koncentracije HI-6 i vreme
kada se one postizu posle razli¢itih doza oksima.

Iz ovih podataka na raunaru je dobijena jednacina pravca (sl. 3) sa
veoma dobrom korelacijom (0,942). Na osnovu nje moze se predvideti
nivo oksima u krvi pacova posle svake poznate doze oksima.

Svakako da se posle brze resorpcije i postizanja visokih koncentra-
cija oksima u krvi moze olekivati i njegova brza eliminacija mokra-
¢om. Na primeru doze od 20 mg/kg HI-6 pokazan je stepen eliminaci-
je ovog antidota mokradom (sl. 4).
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SL. 2. Koncentracije PAM—C! u plazmi pacova posle i. m. primene i izradu-
nate krive eliminacije

Tablica 1.
Uticaj doze HI—6 na maksimalnu koncentraciju oksima u plazmi pacova

Vreme postizanja

Doza HI—6 Maksimalna koncentracija maksimalne
(mg/kg) u plazmi (ug/ml + S.E.) koncentracije
(minuti)
10 20,22 £ 09 5
20 39,10 + 43 5
30 48,50 + 34 15
50 78,60 + 3,3 25
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Sl. 3. Odnos doza i maksimalnih koncentracija HI—6 u plazmi pacova (N =

Najveéa koncentracija u mokraci (4,8 mg/ml) nalazi se jedan Cas
posle davanja oksima, a zatim dolazi do pada, da bi posle 4 ¢asa oksima
u mokraci bilo svega oko 0,5 mg/ml.

U tablici 2. dati su farmakokineti¢ki parametri obaju primenjenih
oksima i njihova ekskrecija mokracom:.

Tablica 2.

Farmakokinetic¢ke konstante i ekskrecija mokradom oksima posle intramu-
skularne aplikacije HI—6 i PAM—CI pacovima

O 9«
=
RoE ) Procenat izluéenog
. T RS '§ g Blioloé‘ko oksima
sim ; o S poluvreme
mg/kg 2 g; (t/2 min)
g;ag zalh za2h za3h
10 2,8 24,75
HI-6 20 2,24 30,94 32,1 13,1 93,0
30 2,63 26,35
50 2,76 25,11 202 66,5 84,7
w3 35 e 41 712 %9
50 3,84 18,05 46,5 78,9 89,9
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SL. 4. Kriva ekskrecije HI—6 urinom u pacova posle doze od 20 mglkg, i. m.

Iz tablice se vidi da konstanta brzine eliminacije, a time i biolosko
poluvreme, ne zavise od primenjene doze oksima. Srednje poluvreme
eliminacije za HI-6 je 26,8 minuta, a za PAM-Cl iznosi 18,35 minuta,
$to znadi da PAM-CI brze prelazi iz krvi pacova u mokracu. Posle jed-
nog Casa se gotovo 50 procenata PAM-Cl nalazi van organizma Zivoti-
nje, prema 30 procenata HI-6, a posle 2 ili 3 c¢asa koli¢ine izluc¢enih
oksima se gotovo izjednacuju. Znatno sporije izlucivanje HI-6 posle
injiciranja najvede doze moze biti i posledica njegove sporije resorpci-
je, po$to se maksimalan nivo oksima u plazmi pacova postize tek 25
minuta od ubrizgavanja. Po svoj prilici, na mestu apliciranja, zbog vi-
soke koncentracije oksima u injekcionom rastvoru, dolazi do sporije
resorpcije HI-6.
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Nivoi HI-6 i PAM-Cl u krvi pacova posle oralnog davanja. Oc&igled-
na prednost HI-6 pred PAM-CI, zabeleZena pri i. m. primeni, nije
zapaZena i pri njihovoj peroralnoj aplikaciji. Kod ovog na¢ina davanja
tek doze od 200 mg/kg oba oksima daju terapijske koncentracije anti-
dota u plazmi pacova (sl. 5).

PAM-CI
t/2 =180.5 min.

£
£
> 4 F ]
b Hi=-6 +\
t/2=101.9 min.
2k ¢ |
o,
J. 1 1 Y L 1
30 60 120 180 240 300
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Sl. 5. Koncentracije HI-6 i PAM-Cl u plazmi pacova i izradunate krive
eliminacije oksima posle oralnog davanja 200 mg/kg

Pri tom, PAM-Cl nesto sporije prelazi u krv, pa se 15 minuta posle
davanja u plazmi, nalazi ovog oksima svega oko 2 mikrograma/ml. HI-
6 se brze resorbuje od PAM-Cl, tako da se u plazmi, 15 minuta posle
davanja, nalazi oko 8 mikrograma oksima/ml. Maksimalne koncentra-
cije oksima u plazmi su sli¢ne: za PAM-CI oko 9, a za HI-6 11 mikro-
grama/ml i postignute su kod oba antidota 30 minuta posle aplikacije.
Medutim, biolosko poluvreme je u PAM-Cl znatno produZeno i iznosi
oko 180 minuta, dok je u HI-6 nesto vie od 100 minuta.

Ponovljene doze HI-6 i PAM-Cl. Iz dijagrama nivoa oksima u plaz-
mj pacova u funkciji vremena (sl. 1. i 2) moze se izradunati koliko se
najduZe u plazmi zadrzava terapijska koncentracija oksima od 4 mikro-
grama/ml (16). U tablici 3. dati su ovi podaci za oba primenjena oksi-
ma.

Iz tablice se vidi da bi za odrZavanje terapijske koncentracije oksima
u plazmi pacova trebalo, na primer, svakih 60 minuta ponavljati dozu
HI-6 od 10 mg/kg, ili svakih 70 minuta dozu PAM-Cl od 50 mg/kg.
Na osnovu. ovih podataka izraCunati su matematicki modeli kinetike
ponovljenih doza obaju oksima (sl. 6).
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Tablica 3.

Maksimalno trajanje koncentracije oksima od 4 ug/ml plazme (predvidene
kao terapijski nivo) posle i. m. davanja HI-6 i PAM-CI

Doza oksima HI-6 PAM-C1
mg/kg (minuta) (minuta)
10 63,5
20 103 ¢ 39,5
30 119
50 133,5 69

Iz modela se vidi da bi se petostrukim ponavljanjem doze HI-6 od
10 mg/kg mogla odrzavati terapijska koncentracija oksima u krvi pa-
cova duzZe od 5 ¢asova. Model je proveren u eksperimentu ma Zivotinja-
ma i dobijeni rezultati veoma malo odstupaju od izracunatih vrednosti.
Slican model, koji je izracunat i proveren za PAM-CI, pokazuje da je
potrebno dati znatno vedu koli¢inu ovog oksima (5 puta po 50 mg/kg)
da bi se vise od pet Casova odrzala bar terapijska koncentracija PAM-
-Cl u plazmi pacova.
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SL. 6. Krive koje odgovaraju nivou oksima u plazmi pacova posle ponovlje-
nog i. m. davanja 10 mg/kg HI-6 svakih 60, ili 50 mg/kg PAM-Cl sva-
kih 70 minuta
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Sl. 7. Sli¢an model kao na sl. 6, izracunat i proveren za PAM-CI
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DISKUSIJA

Pri intramuskularnom davanju istih doza obaju oksima, maksimalna
koncentracija HI-6 u krvi pacova veca je za oko 50 procenata nego
koncentracija PAM-Cl, $to ukazuje na znatno manji obim distribucije
HI-6. Ako obim distribucije, najjednostavnije, predstavimo odnosom
date doze (X,) i koncentracije oksima u plazmi u nultom vremenu (C,),
onda dobijamo (14):

Vd = X,/C,.

Prema ovoj jednacini, za istu dozu od, na primer, 50 mg/kg dobija-
mo da je obim distribucije HI-6 654 a PAM-Cl 232,6, odnosno obim
distribucije HI-6 (pri i. m. primeni) je gotovo cCetiri puta manji od
obima distribucije PAM-Cl. Ovi nalazi sugeriraju da je difuzija HI-6
u tkiva i delije mnogo sporija, §to je veé, u odnosu na PAM-Cl, zapa-
Zzeno i kod LiiH6 (10). Razlozi za ovu sporiju difuziju mogu se, medu
ostalim, potraziti i u razli¢itoj velicini molekule i drugacijem naboju
kod ova dva oksima.

Eksperimenti iste vrste na pacovima sa TMB-4 i LiH6 (17) i HS-6
(18) pokazuju da farmakokinetika bispiridinijiskih monoksima i dio-
ksima u pacova nije uvek ista i da zakljucci koji vaze za jedan oksim
ne moraju vaziti i za druge. Dok je biolosko poluvreme (t/2) HI—6 po-
sle intramuskularnog davanja pacovu (26,8 minuta) gotovo identi¢no
bioloskom poluvremenu LuH6 (28,36 minuta) i ne$to malo krade od
t/2 TMB-4 (33,7 minuta), ono je znatno duze od t/2 svog izomera HS-6
(11 minuta). U eksperimentima sa LiH6 i TMB-4 (17) nadeno je da
je maksimalna koncentracija ovih oksima u celokupnoj krvi (30 i 32
mikrograma/ml) postignuta 10 minuta posle davanja doze od 25 mg/kg,
i. m. Vreme i koncentracija (preracunata samo na plazmu) u saglasno-
sti su sa rezultatima dobijenim sa HI-6, pa se moze zakljuciti da
HI-6. TMB-4 i LiiH6 imaju priblizno isti obim distribucije. Gotovo
identi¢na bioloSka poluvremena kod sve cetiri doze HI-6 sugeri$u kine-
tiku eliminacije ovog oksima po jednacini prvog reda. Znatno krace
biolosko poluvreme PAM-Cl potvrduje opravdanost ponavljanja doza
ovog oksima svaki sat (10). Nas$i rezultati o izlucCivanju PAM-Cl mo-
kracom u saglasnosti su sa rezultatima Jagera i sar. (19) i Calesnicka
i sar. (20). Dok je kod PAM-CI verovatno re¢ o aktivnoj sekreciji pre-
ko bubrega, mogudée je da se HI-6, slitno LiiH6 (21), reapsorbuje pa-
sivnim ili aktivnim mehanizmom.

Zbog brze eliminacije peroralni put se manje preporucuje za davanje
HI-6. Moguce je da se zbog malog obima distribucije i slabe difuzije
u tkivu i delije najvedi deo peroralno unetog HI-6 elimini$e neprome-
njen iz organizma preko fecesa.
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ZAKLJUCAK

Pri intramuskularnom davanju pacovima istih doza HI—6 i PAM—CI,
bispiridinijski monoksim HI—6 ima znatno manji obim distribucije,
duze biolo$ko poluvreme i daje vise koncentracije oksima u krvi od
PAM-Cl. S obzirom na njegovu mnogo vecu efikasnost u terapiji tro-
vanja organskofosfornim jedinjenjima i ma manju toksi¢nost, HI—6
primenjen i. m., poseduje svojstva koja ga svrstavaju u potencijalne
antidote kod trovanja visokotoksi¢nim organskofosfornim otrovima.

Zbog slabije resorpcije iz gastrointestinalnog trakta oralno davanje
HI-6 se manje preporucuje od parenteralnog davanja.

ZAHVALA

Zahvaljujem se farmaceutskom tehnic¢aru Smilji Jordovié na uspes-
noj tehnickoj saradnji.
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Summary

OXIMES HI-6 AND PAM-Cl: COMPARATIVE PHARMACOKINETIC
STUDIES AFTER INTRAMUSCULAR AND ORAL AMINISTRATION TO
THE RAT

The blood levels of HI—6 after intramuscular administration were found
to be dose related. Doses of 10, 20, 30 and 50 mg per kg of HI-6 produced
plasma concentrations of 20.2, 39.1, 48.5 and 78.6 ug per ml, respectively. PAM
-Cl in doses of 20 and 50 mg per kg produced respective plasma
concentrations of 17.1 and 42.7 ug per ml. With HI-6 the time necessary to
reach peak concentrations varied from 5 min. for a 10 mg dose to 25 min.
for a 50 mg dose. The half<times of oxime elimination from blood were 26.8
min. for HI-6 and 184 for PAM-Cl. As an increase in the dose did not
increase the half-time, it is assumed that the firstorder kinetics of
elimination was involved. The volume of distribution for PAM-Cl was 4—S5
times larger than for HI-6, indicating that HI-6 diffuses through mem-
branes or into tissues more slowly than PAM-Cl. When HI-6 was given
in doses of 10 mg per kg intramuscularly at onehour intervals, it was
possible to maintain blood levels of more than 4 ug per ml for several hours.

The biological half-life, calculated from blood plasma values after oral
administration of 200 mg per kg was 101.9 min. for HI-6, and 180.5 min. for
PAM-Cl. The maximum concentration of HI-6 in plasma after oral
administration was about 11 ug per ml. Oral administration of the oxime
may produce smaller therapeutic effect due to lower absorption of HI-6.
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