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RESUMEN

El antibacteriano CQ-M-EPCA es una cefalona con patente internacional y
que tiene amplio espectro, Esta formado por la unión de 7-ACA con una
fluoroquinolona mediante un carboxamido y al parecer posee doble mecanismo de
acción La CQ-M-EPCA tiene un elevado volumen de distribución aparente y
rápida depuración Sin embargo, no se ha estudiado otras variables
farmacocinéticas bajo diferentes fisiopatologías, Se estudió la farmacocinética IV y
Gl de la CQ-M-EPCA en ratas con disminución de flujo hepático, hipertensión
portal prehepática secundaria y daño hepático Se usaron ratas con y sin
obstrucción parcial de la vena porta (OPVP) Se dosificaron 4 grupos con CQ-M-
EPCA (40 mg/kg): grupo 1 IV; grupo 2 intragástrico, grupos 3 y 4 intra-
duodenaímente Los grupos 4 y 5 (con OPVP inducida) y el grupo 6 se uso de
testigo Se utilizó farmacocinética compartamental, Las concentraciones
plasmáticas se determinaron por HPLC Se realizaron pruebas bioquímicas y se
pesaron los hígados Los resultados mostraron daño hepático en función del peso
y las variables bioquímicas Posterior a la administración IV de la CQ-M-EPCA se
presenta una fase de depuración rápida seguida de una lenta Tmax y Cpmax
sugieren una rápida absorción gástrica pero menos completa que la duodenal,
aunque eficiente en ambos casos Se especula degradación química gástrica,
Cpmax fue menor y Tmax mayor en ratas con OPVP La depuración es más
eficiente en ratas sanas Se percibe un fenómeno de redistribución por los perfiles
plasmáticos del fármaco Se postula que la Cpmax menor de las ratas con OPVP
se debe a un acceso más lento a la circulación sistémica Se postula una
depuración hepática flujo-dependiente, No se detectó biotransformación evidente



ABSTRACT

The antibacterial agent CQ-M-EPCA, a cefalone with world wide patent,
possesses wide spectrum is formed through the binding of 7-ACA with a
fluoroquinolone by a carboxamide linkage and it appears to possess a dual
mechanísm of action CQ-MEPCA has high apparent voiumes of distribution and
rapid clearance, However, other pharmacokinetic variables under different
physiopathological conditions have not been studied The pharmacokinetics of CQ-
M-EPCA in rats with decreased hepatic venous flow, secondary to portal
hypertension and hepatic damage was here studied after IV and Gl administraron
in both, rats without and with partial induced obstruction of the portal vein (POPV)
Four groups of 10 rats each were dosed with CQ-M-EPCA (40 mg/kg) and two
more served as drug-free control groups: group 1 IV; group 2 intra-gastric, groups
3 and 4 intra-duodenafly, Groups 4 and 5 were surgically prepared for POPV
Group 6 was used as a control, Compartmental pharmacokinetics was chosen
Plasma CQ-M-EPCA concentrations were determined by HPLC, Liver weights and
blood biochemical profiles were determined, Results show that blood biochemical
variables and liver weights indicated liver damage, After the IV administration of
CQ-M-EPCA a fast clearance was followed by a slower one Tmax and Cpmax
valúes revealed that intragastric absorption was faster but less compíete than
intraduodenally and yet efficient in both instances A certain degree of stomach
drug degradation is advanced, Cpmax was shorter and Tmax larger in rats with
POPV, Clearance was faster in control rats than in the POPV group Plasma
concentrations of CQ-M-EPCA suggest a drug-redistribution phenomenon It
appears that CQ-M-EPCA reaches a shorter Cpmax in POPV rats because a
slower access to systemic circulation, Henee this drug may be cleared depending
upon the liver blood flow, No gross biotransformation was detected,.



1. INTRODUCCIÓN

1.1 GENERALIDADES

Los antibióticos son sustancias producidas por varias especies de

microorganismos (hongos, bacterias) que suprimen ef crecimiento de otros

microorganismos y pueden incíuso llegar a destruirlos Los quimioterapéuticos son

agentes sintéticos con propiedades similares y al igual que los antibióticos se les

clasifica de acuerdo con sus propiedades físicas, químicas, farmacológicas,

espectro antibacteriano y mecanismos de acción Además de la división anterior,

los antibacterianos en general se les puede clasificar por su grupo químico, como

los derivados del núcleo p-amino benceno sulfonamida, ios denominados p-

lactámicos, las quinolonas como el bucoquinato, decoquinato, clopidol, las

tetraciclinas, los fenicoles, etc, También se les distingue por su espectro,

considerándolo amplio cuando actúa contra bacterias Gram positivas, Gram

negativas y algunos organismos inferiores; y reducido si solo tiene acción contra

Gram positivos o negativos (1),

La utilización de los antibacterianos se inició con las sulfonamidas y las

penicilinas, en ese momento fueron consideradas como los fármacos "milagrosos"

(2), Sin embargo, después de más de medio siglo de uso, el hombre se ha

percatado de la enorme velocidad con que se generan resistencias (3) y otros

efectos, por io que ha intentado contrarrestarlos utilizando combinaciones de

antibacterianos con el fin de:

1 Aumentar la acción quimioterapéutica

2 Aumentar eí espectro bacteriano,,

3 Disminuir la resistencia bacteriana

4, Disminuir los efectos adversos



Aunque las interacciones entre antibacterianos pueden redituar beneficios

como la obtención de sinergias o potenciaciones, pueden también ser

desfavorables e inducir inactivación, antagonismo o incluso reacciones adversas

de diversa naturaleza No obstante, el ánimo de utilizar combinaciones de

antibacterianos, está sustentado en la necesidad de contrarrestar ia resistencia de

las bacterias En ese sentido la comunidad médica ha justificado la interacción de

esquemas antibacterianos de 3 o 4 agentes (4), Sin embargo, se ha mencionado

un incremento en la presentación de reacciones adversas cuando se usan 2 o

más fármacos combinados (5) Un enfoque modificado de io anterior y que se ha

postulado como viable es la formación de moléculas con "acción doble" (6) Por

ejemplo, industrias Roche ha sintetizado varias moléculas con esta idea, aunque

el éxito ha sido limitado (7); de manera similar en México se han patentado por

primera vez una serie de antibacterianos de amplio espectro denominados

cefalonas, híbridos de los precursores de las cefalosporinas y las

fiuoroquinolonas1

No Patente de la cefaquinolona: PCTWO 95-23153



1.2 ESTRUCTURA QUÍMICA

Las nuevas moléculas se lograron con la unión de un grupo fluroquinolíníco

(figura 1) con un derivado del ácido 7-aminocefalosporánico (7-ACA), precursor de

las cefalosporinas sin actividad antimicrobiana, mediante la formación de un grupo

amida a nivel del grupo 7-am¡no del núcleo ft-lactámico (figura 1)

Figura 1

Estructura química de la cefalona

COMÍ

COOH

Figura 1 La cefalona se forma mediante la unión de un grupo fluroquinolínico con

un derivado del ácido 7-aminocefalosporánico (7-ACA)

La cefalosporina C (figura 2), obtenida de la cepa del Cephalosporidium

acremonium, tiene un anillo p-lactámico y un anillo adyacente de dihidrotíazolidina

El tratamiento ácido de la cefalosporina C, hidroliza la base del ácido 1-7



aminocefalosporánico (7-ACA) quedando ionizado y listo para reaccionar con el

carboxilo en la posición 3 de la fluoroquinolona (figura 3) Así el compuesto 7-ACA

en sí no tiene actividad biológica solo se utiliza como núcleo básico para aumentar

la disponibilidad de radicales en sitios específicos y generar esta serie de

compuestos similares a las cefalosporinas de tercera generación (8), denominados

por acuerdo de los dueños de la patente como cefalonas

Figura 2

Estructura química de la cefaíosporina

COOH

Figura 2 La cefaíosporina C tiene un anillo ft- lactámico y un anillo adyacente de

dihidrtiazolidina



Figura 3

Estructura química de la Fluoroquinolona

COOH

Figura 3 El carboxilo de la posición 3 de la fluoroquinolona es el que

reacciona con el grupo 7 ACÁ de la Cefalosporina C

La cefalona es una molécula estable y de potencia considerable; y la

substitución de un anillo cefalosporánico (ácido 7-amino cefalosporáníco) en la

posición 3 de un anillo 1 ciclopropilo 7-etil-piperazinilo 6- fluoro-quinolínico,

mediante la formación de un grupo amida no tiene precedente en la literatura,

como lo comprobamos en una búsqueda asistida por los principales bancos de

información de la Dirección General de Bibliotecas de la UNAM (junio 2000), En la

estructura molecular de la cefalona hay cuatro grupos substituyentes teóricos; dos

en el núcleo fluoroquinolínico en las posiciones 6 y 7 y una en el grupo

cefalosporánico a nivel del carboxilo del anillo teazolidina (9)



La cefalona tiene en solución acuosa un aspecto brillante de color amarillo y

resulta más soluble a un pH de 10 47; debido a la alcalinidad de la molécula se

diseñó para su uso por vía oral pero con capa entérica para evitar cualquier

alteración por el pH ácido gástrico, Empero al igual que la cefalospohnas la

disolución es inestable después de 96 horas a temperatura ambiente, la solución

adquiere una apariencia turbia y de color amarillo ámbar, esto se debe a la

hidrólisis de la amida de la cefalona (10)

1.3 MECANISMO DE ACCIÓN

De! mecanismo de acción se sabe poco y/o no se ha determinado si hay

correlación con respecto a los mecanismos de acción de los componentes por

separado En un ensayo microbiológico Jhonson y col, (9) sugirieron que era

posible que dicha molécula tuviera un mecanismo antibacteriano doble; esto es,

tanto en el citoplasma bacteriano inhibiendo el desenrrollamiento bacteriano del

ADN como en la pared celular, a través de la inhibición de la polimerización de los

nucleótidos Park,, Es evidente que esto debe confirmarse y es más exacto decir

que hasta el momento las evidencias indican que la actividad antibacteriana de la

cefalona persiste en bacterias resistentes a cefalosporinas y lo mismo sucede

cuando hay resistencia para fluoroquinolonas, excepto en contadas cepas de

Pseudomonas spp, en las que se ha detectado resistencia tanto a cefalosporinas

como fluoroquinolonas en las que la actividad de la cefaíona también se reduce

(10)

l .4 FARMACOCINÉTICA Y EFICACIA

La cefalona está considerada como un agente bactericida de amplio

espectro que tiene actividad in vitro contra bacterias Gram negativas y Gram

positivas, presentando una acción muy importante contra bacterias de importancia

clínica como el Staphylococcusspp,, la E coli, la Salmonelia spp, y otras (11, 12)



En un estudio realizado en ratones medicados por vía IV con cefaíona y

posteriormente inoculados con Pasteurella multocida, se realizaron muéstreos

sanguíneos a diferentes tiempos para determinar ía cinética de desaparición

plasmática vs, tiempo, mediante el método de Bennet y col (13), Este estudio

demostró que a las 2 horas de sangrado la media del halo de inhibición fue de una

concentración plasmática extremadamente baja, equivalente a menos de 0 01

fig/ml*2 Sin embargo la sobrevida de estos ratones fue del 100% mientras que la

mortalidad de los controles fue también del 100% Esto se ha tomado como

indicativo de alta eficacia y elevada distribución en los tejidos

Ovalie (14) en un estudio en perros en los que el antibiótico fue

administrado por vía endovenosa encontró que la relación entre concentración vs

tiempo de la cefaíona se ajustó mejor a un modelo de dos compartimentos, con

un volumen de distribución aparente del compartimento central de 2.5 l/kg, un

volumen de distribución aparente en el estado estable notablemente elevado de

4 03 l/kg y una vida media de eliminación de 2 horas Ai igual que en ratones se

lograron concentraciones plasmáticas bactericidas por unas cuantas horas

únicamente, pero las concentraciones tisulares se calcularon como muy elevadas

durante un mínimo de 6 horas Con base en lo anterior se ha propuesto un

intervalo de dosificación de 6-8 horas en infecciones bacterianas que cubren el

espectro de este antibacteriano Otro estudio realizado en perros con afecciones

pulmonares bacterianas (15) en el que el medicamento fue administrado por vía

oral, se encontró un rango constante de eliminación rápida que sugiere tener un

intervalo de dosificación menor de 12 horas en casos clínicos; también se

encontró un volumen de distribución muy grande 7 1 l/kg La eficacia clínica fue

nuevamente del 100%

Los estudios realizados en ratas y ratones para determinar la dosis letal

1% y dosis fetal 50% asi como los márgenes terapéuticos (simple = MT y

2 *(Repoite de los laboratorios "Aranda" 1998)



verdadero = MTV), reflejan una toxicidad extremadamente baja por vía oral v g :

LD1% 8 6 g/kg y LD50% de 9 56 g/kg , con una DE 99% de aproximadamente 20

mg/kg y una DE 50% de 10 mg/kg (MT = 956; MTV = 430) Sin embargo, estos

márgenes se reducen por vía IV (MT = 97,5 y MTV = 13,33) dados ios datos de

LD1% de 200 mg/kg y LD 50% 780 mg/kg, a una dosis efectiva 99% de

aproximadamente 15 mg/kg y dosis efectiva 50% de 8 mg/kg3,

Los ensayos anteriores no han abarcado todo el posible potencial

antibacteriano de este fármaco y es evidente que se requieren muchos estudios

adicionales al respecto, sobretodo evaluarlo baJo de condiciones en las que

coexistan otras patologías de base, a menudo frecuentes en la clínica Por

ejemplo aun se desconoce si éstas moléculas son biotransformadas por el hígado

(15, 16), es evidente que esta información es esencial para el manejo correcto de

las cefalonas, ya que pacientes que presenten enfermedades que afectan al

hígado podrían modificar el comportamiento farmacológico de ia cefalona

1.5 CONSIDERACIONES FISIOLÓGICAS Y

FARMACOLÓGICAS DEL HÍGADO

El hígado es esencial para el metabolismo de un numero importante de

substancias endógenas y exógenas, por lo tanto la integridad morfológica y

funcional de este órgano al igual que el aporte de nutrientes y volumen sanguíneo,

son vitales para su correcta función,

Las sustancias que llegan al hígado, lo hacen a través de ia circulación

sistémica vía artería hepática y portal venoso, este último sistema contribuye con

más del 80% del aporte sanguíneo a esta viscera (17), Los fármacos que se

absorben en el intestino pueden estar sometidos al efecto de primer paso, éste

' Dr M Lorenzana, Departamento de Farmacología,de Medicina UNAM



representa la acción combinada de enzimas epiteliales gastrointestinales y

hepáticas metabolizadoras que pueden evitar la aparición de cantidades

significativas de un fármaco en la circulación después de la administración oral

(18)

' Se sabe que la eliminación hepática de ios fármacos es un proceso que

frecuentemente se lleva a cabo en 2 fases, la fase I consiste en oxidación,

reducción y reacciones hidroltticas y la fase II que consiste en reacciones de

conjugación (Un ejemplo sería la ketamina que se biotransforma en el hígado

principalmente por desmetilación e hidroxilación (grupos no existentes para

reacción en la cefalona) y se elimina por vía urinaria (Plumb, 1999)4

Las categorías del metabolismo hepático están basadas en la proporción de

extracción hepática y en la capacidad del hígado para el metabolismo de fármacos

de fase I Los fármacos con una alta proporción de extracción son altamente

dependientes del flujo sanguíneo hepático y siguen un metabolismo de primer

paso extensivo (19),

El tubo gastrointestinal está considerado como un órgano excretor para la

eliminación de sólidos no absorbidos y otros productos metabólicos excretados

por la bilis; el conducto biliar drena hacia el interior del intestino delgado superior

Para algunas sustancias y fármacos esto resulta en un fenómeno denominado

ciclo enterohepático; es decir, un fármaco que está en circulación sistémica es

excretado en la bilis y reabsorbido por el intestino delgado pasando nuevamente a

la sangre portal y de ahí al hígado nuevamente En muchos casos los fármacos

que han sido metabolizados por conjugación son desconjugados por la flora

bacteriana residente, lo que genera la liberación del fármaco con lo que se puede

reabsorber nuevamente Los compuestos que son secretados por la bilis pueden

prolongar su tiempo de permanencia en el cuerpo debido a la continua

reabsorción intestinal, v.g la oxitetraciclina, algunos macrólidos (20),



La depuración sistémica es una medida de eficiencia en la cual un fármaco

es irreversiblemente removido del cuerpo Los 2 sitios principales en donde se

lleva a cabo la depuración son el riñon y el hígado

La eliminación puede ser directamente proporcional a la concentración

(eliminación no saturable) En tal caso la eliminación de un fármaco por un órgano

individual puede estar definido en términos del flujo sanguíneo que entra y que

sale del órgano y la concentración del fármaco en sangre

Para los fármacos que son saturables o su eliminación es dosis

dependiente, la depuración variará dependiendo de la concentración alcanzada

por el fármaco,

Visto de otra forma la eliminación del fármaco mediante biotransformación

puede verse limitada por la tasa de su acceso a los órganos de biotransformación,

0 bien la limitación dependerá de los sistemas enzimáticos involucrados en la

biotransformación, Así, habrá fármacos dependientes de su acceso al órgano y en

el caso del hígado, alteraciones en el flujo sanguíneo hepático generarán

alteraciones notables en la tasa de biotransformación y por ende de excreción

Otros autores consideran a la eliminación hepática de los medicamentos

dentro de 2 grupos, como sigue:

a) Para los que existe una sobrada capacidad de biotransformación y

entonces, dicha biotransformación y por extensión su excreción,

dependerán de la velocidad con la que se les presente al hígado, esto

es del grado de perfusión sanguínea (flujo limitado o perfusión limitada)

1 Pumb DCVeterinary Drug Handbook Iowa State University Press 3th ed. CD-ROOM,1999

10



b) Para los que la capacidad de biotransformación es limitada, los cuales

podrán hasta cierta concentración plasmática ver modificada su tasa de

biotransformación y por ende de eliminación (capacidad limitada) (21-24)

Cuando la circulación hepática se modifica espontáneamente debido a

problemas de obstrucción mesentérica o portal se establece hipertensión portal

prehepática secundaria, Este tipo de hipertensión fue la más común encontrada

por Calva en 1994 en el Instituto Nacional de Pediatría (INP) (25) Los niños

afectados sufrieron disminución del flujo venoso hacia el hígado e hipertensión

portal sin lesión hepática aparente (26,27) Esta información coincide con la de

Arora en la india (1998) (28), quien señaló también que el tipo más frecuente de

hipertensión porta! en niños es la prehepática (76 5%), este autor tampoco

encontró daño hepático secundario (28) En contraste, los estudios en los que se

provoca experimentaimente disminución del flujo portal venoso hepático en

ratones, ratas perros, gatos e inclusive primates se produce daño hepático

secundario (29-34) En estos últimos casos, ía inducción experimental de

disminución de flujo portal puede alterar la función del hígado con el consecuente

cambio en ¡a capacidad biotransformadora y por ende depuradora de

medicamentos (35), Una medida de la pérdida de funciones b¡otransformadoras

por derivación portosistémica es ia reducción del peso relativo del hígado (36-38)

Así, con base en los conceptos señalados de flujo limitado y capacidad

limitada, se puede asumir que: los fármacos de capacidad limitada pueden ser

usados para detectar cambios en la función hepática y los fármacos con flujo

limitado pueden detectar cambios en el flujo sanguíneo portal (24)

i i



Pacientes con hipertensión portal (HP), a menudo requieren el uso de

antibacterianos su utilización se justifica en los siguientes hechos:

1) La HP crónica favorece el pasaje transmural de ias bacterias intestinales

dentro de la circulación sistémica a través de los puentes

portosistémicos naturales (directamente a la cava) y disminuye la

depuración bacteriana por el sistema retículoendotelial hepático (39-40),

2) Se ha demostrado en estudios experimentales realizados en ratas con

hipertensión portal prehepática (HPP), la existencia de traslocación

bacteriana de origen intestinal (41)

3) Debido a la obstrucción parcial prehepática y a los puentes

portosistémicos ía sangre venosa portal no fluye en forma normal a través

del hígado y los productos absorbidos en el tracto gastrointestinal como:

aminoácidos, ácidos grasos libres, mercaptanos y amoniaco procedente de

la flora bacteriana intestinal no son metabolizadas adecuadamente, pasan a

la circulación sistémica, produciéndose disfunción neurológica reversible,

debido al efecto tóxico de estas sustancias en el sistema nervioso central

(encefalopatía hepática) (42-44)

Por lo anterior, enfermos con disminución del flujo portal venoso son

candidatos a recibir antibacterianos de amplio espectro a fin de contrarrestar por

un lado ¡a traslocación bacteriana y sus efectos y por otro, la sobreproducción de

amoniaco procedente de la flora intestinal Es importante por lo tanto, tener en

cuenta cuando se llegan a hacer uso de éstos, indagar como se lleva a cabo su

biotransformación

12



Aún no se determinan ía o las vías de biotransformación de Jas cefalonas

El modelo con disminución del flujo portal venoso en ratas, representa entonces,

una buena opción para contribuir al entendimiento del comportamiento metabólico

de las cefalonas Necesariamente, resulta procedente conocer previamente la

cinética del antibiótico por vía intravenosa a partir de ia cuaf es posible calcular la

biodisponibilidad (F) de otras vías (intragástrica e intraduodenal) Una de las

ventajas de la cefalona en estudio es que puede administrarse por vía oral, pero

es muy probable que el pH gástrico altera su F, dato que se pretende investigar en

este ensayo Para simular la presentación con capa entérica en ratas, se evitará el

contacto con las secreciones gástricas mediante su administración intraduodenal
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2. OBJETIVO GENERAL

Conocer la farmacocinética de la cefalona en plasma, en ratas en

condiciones normales y con circulación hepática reducida experimentalmente

OBJETIVOS ESPECÍFICOS

2 1 Conocer las variables farmacocinéticas de la cefalona, administrada

por vía Intravenosa, en ratas en condiciones normales

2,2 Conocer la farmacocinética de la cefalona sin capa entérica

administrada intragástrica e intraduodenalmente en ratas en

condiciones normales,

2 3 Conocer la farmacocinética de la cefalona administrada

intraduodenalmente en ratas con disminución inducida del flujo portal

prehepático mediante obstrucción parcial de la vena porta (OPVP),

2 4 Conocer como se comporta la cefalona de acuerdo a la clasificación

de los medicamentos por su eliminación,
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3. HIPÓTESIS

3 1 La concentración plasmática de la cefalona en ratas con

administración oral es menor vs. administración duodenal

3 2 La disminución del flujo portal prehepático e hipertensión portal

prehepática inducida secundaria (HPPI) en la rata, altera los siguientes

parámetros farmacocinéticos de la cefalona:

a) Concentración plasmática máxima: estará disminuida

b) Tiempo máximo: estará disminuido

c) Depuración: estará aumentada

d) Volumen de distribución: estará aumentado

f) Área bajo la curva: estará disminuido

3 3 La eliminación de la cefalona se disminuye dado que se disminuye el

flujo sanguíneo hepático y la cefalona es considerada flujo-limitada en cuanto a su

biotransformación
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4. MATERIAL Y MÉTODOS

La intervención quirúrgica, la administración de la cefalona y ía obtención de

las muestras de sangre de los animales se llevó a cabo en el Laboratorio de

Cirugía Experimental del Instituto Nacional de Pediatría (I N P )5, el procesamiento

analítico de las muestras mediante cromatografía líquida de alta resolución

(HPLC), se realizó en los "Laboratorios Aranda"6, el análisis de funcionamiento e

integridad hepática en el "Laboratorio EXPERTO"7 y el procesamiento de los datos

se concretó en el departamento de Fisiología y Farmacología de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM 8

MATERIAL BIOLÓGICO

Se utilizaron ratas sanas, macho de la cepa Wistar, de 300-350 g de peso,

de dos y medio a tres meses de edad, procedentes del bioterio de la torre de

Investigación "Dr, Joaquín Cravioto" del I N P,, SSA

PROCEDIMIENTOS ANESTÉSICO-QUIRÚRGICOS

Para los procedimientos quirúrgicos y la cateterización de las venas

yugulares llevados a cabo, las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de

ketamina9 35 mg/kg de peso, y xilazina10 3 mg/kg de peso vía intraperitoneal y 5

minutos antes se les administró atropina 0,05 mg/kg de peso vía intramuscular

5 Instituto Nacional de Pediatría de la SS Av del Imán No 1 Col.Camisetas México, D.F.
6 Laboratorios Aranda, S.A. San Martín de Pones 105 fracc Industrial Canillo Puerto, Querétaro, Qro
7 Laboratorios Experto. Eugenia No. Col Narvarte México, D.F.
8 Departamento de Fisiología y Farmacología de la facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM Ciudad Universitaria
9 ketamina Ketavet laboratorio
lü Xilacina, Rompun, laboratorio Bayer
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4.1 FORMACIÓN DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES

A través de una tabla de números aleatorios se integraron 6 grupos

experimentales de 10 ratas macho cada uno, quedando constituidos de la

siguiente manera:

Los grupos del 1 al 4 fueron usados para evaluar la farmacocinética de la

cefalona: Por vía intravenosa (Grupo 1), por vía intragástrica (Grupo 2) y por vía

intraduodenal (Grupos 3 y 4),

Los grupos 4 y 5 fueron sometidos a obstrucción parcial de la vena porta y

registro de la presión venosa mesentérica antes, inmediatamente después y al

mes del procedimiento, mediante la técnica descrita por Schimpl (41) A ios grupos

5 y 6 no se les administró la cefalona y se utilizaron como controles para la

evaluación de las pruebas de funcionamiento e integridad hepática y el efecto de

la reducción del flujo portal sobre el peso del hígado (grupo 5), El grupo 6 sirvió

como testigo no intervenido,

En el cuadro No 1 se muestran los grupos y los procedimientos llevados a

cabo

4.1. l COLOCACIÓN DEL CATÉTER PARA LA OBTENCIÓN DE

MUESTRAS SANGUÍNEAS

A través de una incisión longitudinal a nivel del tercio medio del músculo

esternocleidomastoideo se disecó vena yugular externa (izquierda o derecha), se

procedió a colocar el catéter de silastic No 20 previamente purgado y conectado

a una jeringa de 20 mi que contenía una solución con 50 U I de heparina por 1 mi

de solución salina fisiológica, Enseguida se fijó el catéter con seda 6/0 y el

extremo distal se exteriorizó a través, de una incisión en piel a nivel de la nuca,
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ahí se conectó a un punzocat No 20, y se dejó heparinizado, finalmente se

procedió a suturar piel con seda 3/0,

4.1.2 ADMINISTRACIÓN DE LA CEFALONA

La cefalona se administró inicialmente a una dosis de 10 mg/kg de acuerdo

a lo recomendado por Johnson y col (9) lo cual se llevó a cabo en 3 animales

consecutivos, sin embargo al probar la concentración del fármaco en el plasma no

hubo cifras detectables, por lo que se decidió duplicar la dosis con iguales

resultados en otros 3 Con base a lo anterior una vez más se duplicó la dosis (40

mg/kg) y con ello finalmente obtuvimos resultados cuantificables Por lo tanto

teniendo en cuenta que las cifras tóxicas señaladas en roedores no se alcanza

hasta los 150 mg/kg se decidió administrar 40 mg/kg para efecto de este estudio,

en los 4 grupos señalados

En el primer grupo la cefalona se administró a través de la vena yugular

externa izquierda haciendo uso de una solución salina fisiológica como diluyente

(10 mi de solución salina fisiológica más 300 mg de una cápsula de cefalona) La

extracción de la sangre para la determinación del antibiótico se hizo a través de

otro catéter colocado en la vena yugular derecha

En el grupo 2 el antibiótico de igual manera diluido se administró a través de

una cánula metálica orogástrica mientras que en los grupos 3 y 4 se administró en

duodeno a través de una jeringa con aguja No 22 y previa laparatomía media

longitudinal

Se obtuvieron 8 muestras sanguíneas de 0 4 mi en ios siguientes tiempos 0'

(basal) y a los 5',10',45', 1 h, 3h, 6h y 9 h postadministración del medicamento
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Las muestras se colocaron en viales heparinizados, posteriormente a cada

muestra le fue separado el plasma del paquete globular por medio de una

centrífuga 3000 rpm durante 10 minutos, enseguida el plasma se colocó en otro

viaí previamente identificado Una vez obtenidas todas las muestras se congelaron

a -15° C, con registro automático de temperatura en el día, durante 1 semana y se

procesaron dentro de los siguientes 7 días Las muestras se llevaron a los

laboratorios Aranda, en una caja de unicel con nitrógeno líquido manteniendo la

temperatura de -40°C

4.1.3. OBSTRUCCIÓN PARCIAL DE LA VENA PORTA

Se utilizó la técnica descrita por Schimpl y colaboradores (41) modificada la

cual se describe a continuación:

A través de una incisión en la línea media con tijeras de mayo, se expone

la cavidad peritoneal previa asepsia abdominal con solución de isodine11,

Se colocaron separadores de la pared abdominal, se exteriorizó el intestino

envolviéndolo con una compresa húmeda y se disecó la vena porta, a nivel del

hilio hepático, hecho lo anterior se colocaron 2 ligaduras de seda 3 ceros,

anteponiendo un trocar del No, 20 sobre ambas estructuras y enseguida se anudó,

una vez lograda la estenosis calibrada se retiró el trocar Previa a esta maniobra

se registró la presión venosa portal basal a través de una vena mesentérica y se

repitió el procedimiento una vez concluida la estenosis, El abdomen se cerró con

surgete continuo usando seda 3/0 en un solo plano

Yodisol Solución antiséptica Yodo Polivinil Piíjolidona Farmacéuticos Altamirano
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4 . 1 . 4 MEDICIÓN DE LA PRESIÓN VENOSA PORTAL.

Esta se Nevó a cabo mediante la introducción de un catéter No 26 a través

de una de las venas mesentéricas, se midió la presión en mm Hg con un

transductor de presiones conectado a un osciloscopio marca DATASCOPE 870

Una vez registradas las presiones antes y después de la obstrucción de la

vena porta a nivel del hilio se retiró el catéter y se hizo hemostasis del vaso

mediante un punto de transficción con seda 6/0 o con presión directa

Una vez recuperadas de los efectos residuales anestésicos, las ratas se

mantuvieron en un ambiente con temperatura controlada y 12 horas luz 12

oscuridad y se les administró agua y alimento12 a libre acceso

Cuatro semanas después se repitió esta maniobra bajo anestesia general y

a través de laparatomía media longitudinal,

4.1.5 OBTENCIÓN DE MUESTRAS DE LOS GRUPOS CINCO Y

SEIS.

Los grupos 5 y 6 se anestesiaron también un mes después para obtener

2 5 mi de sangre la cual se extrajo directamente de la vena cava inferior a través

de una aguja No 20; las muestras fueron utilizadas para las pruebas de

funcionamiento e integridad hepática, albúmina, urea, amoniaco, Alanino

Aminotransferasa (ALT) y Aspartato Aminotransferasa (AST),

Lab Diet 5001 Rodent Diet
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4.2 ANÁLISIS DE LAS MUESTRAS PARA EL ESTUDIO

FARMACOCINÉTICO

Para la determinación de las concentraciones plasmáticas de la cefalona

se adaptó de la técnica de Determinación Analítica de la Ceftrioxona en muestras

biológicas descritas por Elkaiü y colaboradores (45), misma que se describe a

continuación:

MATERIAL:

9 Matraces volumétricos de 10 mi

9 Pipetas volumétricas de 1 mi

10 tubos para centrifugar de 10 mi

1 Pipeta volumétrica de 2 mi

1 Equipo de filtración

4 jeringas

4 filtros de Nylon Acrodisc 0,45 jam,

4 viales

500 mi de agua para HPLC

500 mi de Acetonitrilo HPLC

500 mi de buffer de fosfato de amonio dibásico (NH4)2HPO4 0.04 M, pH 3 5

100 mi de buffer de fosfato de amonio dibásico (NH4)2HPO4 0.04 M, pH 10.0

1 g de CQ-M-EPCA

10 g de ácido tricloroacético

Equipo de Cromatografía:

Se utilizó un equipo de cromatografía de líquidos de alta Resolución

(HPLC) 1050 Hewler Packard y detector con lámpara de deuterio de arreglo de

diodos 991 con 512 diodos de longitud de onda con marca Hewler Packard,

bomba cuaternaria e inyector automático Un integraddor HP3396 series II Se
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utilizó una columna de fase inversa, Columna ¡j.BondapakC18 125 A° 10^m de 3 9

x150mmHPLCWaters13

Condiciones para el HPLC.

BOMBA

Gradiente: Buffer de fosfato de amonio dibásico 0,04 M, pH 3 5: metanol

(60:40)

Tiempo de barrido: 12 minutos,

Flujo: 1 ml/min

Inyector:

Volumen de inyección: 20 ul

Tiempo de inyección: 12 minutos

Detector:

Longitud de onda: 280 nm BW 32/Ref 450 BW 32

Tiempo de detección: 12 minutos

Integrador:

Zero = 0

ATT2 = 6

CHTSP = 0,5

ARRE = 10 000

THRSH = 4

PKWD=0.0 4

El contenido de la columna es de Dimethylloctadecylsiíy bonded amoiphous silica,agua.
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EL PROCEDIMIENTO SE. REALIZO DE LA SIGUIENTE

MANERA:

1. ESTÁNDAR

Pesar 10 mg de CQ-M-EPCA, disolver en 0 5 mi de buffer de fosfato de

amonio dibásico (NH4)2HPO4 0.04 M pH 10, agitar hasta obtener la disolución

completa

Aforar a 10 mi en un matraz volumétrico con una mezcla de

agua:acetonitrilo 1:1.

Tomar una alícuota de 1 mi y adicionar a un segundo matraz de 10 mi y

aforar con una mezcla de buffer de fosfato de amonio dibásico 0 04 M, pH 3 5:

metanol 1:1

Concentración fina! 0.1 mg/ml

HPLC

Tomar 2 mi de la muestra con una jeringa y filtrar con el acrodisc de nyíon

adicionando a un vial

Inyectar, las condiciones del HPLC son las mismas para el estándar como

para los blancos de sangre y para las muestras,

Determinar ia media dei área y tiempo de retención de CQ-M-EPCA en

base al estándar,

2,, BLANCOS DE SANGRE:

Centrifugar 10 mi de sangre (sangre sin CQ-M-EPCA) 10 minutos a 7000

r.p.m.

Separar el suero del paquete globular con ayuda de una pipeta pasteur y

depositarlo en un tubo de ensaye

Adicionar 0.8 mi de ácido tricloroacético ai 10% y agitar vigorosamente

medio minuto, dejar reposar 1 minuto

Centrifugar a 7000 r.p.m. durante 10 minutos
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La fracción superior (A) es eí filtrado libre de proteínas (pH 4) y la fracción

inferior (B) son las proteínas plasmáticas,

FRACCIÓN A: FILTRADO LIBRE DE PROTEÍNAS

Separar todo eí filtrado libre de proteínas con ayuda de una pipeta pasteur

y adicionar a un matraz volumétrico de 10 mi

Aforar con una mezcla de agua: acetonitrilo 1:1 Agitar

Tomar una alícuota de 1 mi y adicionar a un segundo matraz volumétrico de

10 mi y aforar con una mezcla de buffer de fosfato de amonio (NH4)2HPO4 0 04 M,

pH 3 5: Metanol 1:1 (disolución a),

HPLC

Tomar 2 mi de la última solución (disolución a) con una jeringa y filtrar con

el acrodisc de nylon y adicionar a un vial de 2 mi

Inyectar 3 veces

Determinar la media del área y tiempo de retención

Las condiciones del cromatógrafo son las mismas que para el estándar y

para los blancos de sangre y para las muestras

FRACCIÓN B: PROTEÍNAS PLASMÁTICAS

A las proteínas adicionarles 0,5 mi de trietilamina al 6% en metanol, agitar

(remover con una espátula las proteínas para que la trietilamina penetre en los

espacios intermoleculares),

Centrifugar a 7000 r.p.m durante 10 minutos

Separar la fracción superior (1) y adicionarla con ayuda de una pipeta

pasteur a un matraz volumétrico de 10 mi (lo que queda son las proteínas)

Adicionar 0.5 mi de trietilamina al 6% en metano! a las proteínas, agitar

(remover con una espátula las proteínas para que ia trietilamina penetre en los

espacios intermoleculares),

Centrifugar a 7000 r.p.m. durante 10 minutos

24



Separar la fracción superior (2) y adicionar con ayuda de una pipeta pasíeur

al matraz volumétrico de 10 mi, en donde se encuentra la fracción superior 1

Aforar con una mezcla de agua: acetonitrilo 1:1, agitar,

Tomar una alícuota de 1 mi y adicionar a un matraz volumétrico de 10 mi y

aforar con una mezcla de buffer de fosfato de amonio dibásico (NH4)2HPO4 0.04

M, pH 3 5: Metanol 1:1 (disolución b),

HPLC

Tomar dos mi de la última disolución (disolución b) con una jeringa y filtrar

con el acrodisc de nylon, adicionando a un vial de 2 mi el filtrado,

Las condiciones del cromatógrafo son las mismas que para el estándar,

para los blancos de sangre y para las muestras

Inyectar 3 veces

Determinar la media de! área y tiempo de retención

3. MUESTRAS:

Centrifugar 10 mi de sangre 10 minutos a 7000 r p m

Separar el suero del paquete globular con ayuda de una pipeta pasteur y

depositarlo en un tubo de ensaye

Adicionar 0,8 mi de ácido tricloroacético al 10% y agitar vigorosamente

medio minuto, dejar reposar 1 minuto

Centrifugara 7000 r.p.m. durante 10 minutos

Las fracciones superior A es el filtrado libre de proteínas (pH 2) y la fracción

B son las proteínas plasmáticas

FRACCIÓN A: FILTRADO LIBRE DE PROTEÍNAS:

Separar todo el filtrado libre de proteínas con ayuda de una pipeta pasteur y

adicionar a un matraz volumétrico de 10 mi

Aforar con una mezcla de agua: acetonitrilo 1:1 Agitar
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Tomar una alícuota de 1 mi y adicionar a un segundo matraz volumétrico de 10 mi

y aforar con una mezcla de buffer de fosfato de amonio dibásico 0 04 M, pH 3.5:

Metanol 1:1

HPLC

Tomar 2 mi de la muestra con una jeringa y filtrar con el acrodisc de nylon y

adicionar a un vial de 2 mi

Inyectar 3 veces

Determinar [a media del área y tiempo de retención de CQ-M-EPCA en

base al tiempo de retención del estándar

Las condiciones del cromatógrafo son- ¡as mismas que para el estándar

FRACCIÓN B: PROTEÍNAS PLASMÁTICAS

A las proteínas adicionarles 0.5 mi de trietilamina al 6% en metanol, agitar

(remover con una espátula las proteínas para que la trietilamina penetre en los

espacios intermoleculares),

Centrifugar a 7000 r.p.m durante 10 minutos

Separar la fracción superior (1) y adicionarla con ayuda de una pipeta

pasteur a un matraz volumétrico de 10 mi (lo que queda son las proteínas)

Adicionar 0.5 mi de trietilamina al 6% a las proteínas, agitar (remover con

una espátula las proteínas para que la trietilamina penetre en los espacios

intermoleculares),

Centrifugar a 7000 r p m, durante 10 minutos

Separar ia fracción superior (2) y adicionar con ayuda de una pipeta pasteur

al matraz volumétrico de 10 mi, en donde se encuentra la fracción superior 1

Aforar con una mezcla de agua: acetonitrilo 1:1, agitar

Tomar una alícuota de 1 mi y adicionar a un matraz volumétrico de 10 mi y

aforar con una mezcla de buffer de fosfato de amonio dibásico (NhU^HPC^ 0 04

M, pH 3 5: Metanol 1:1 (disolución c)
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HPLC

Tomar dos mi de la última disolución (disolución c) con una jeringa y filtrar

con eí acrodisc de nylon, adicionando a un vial de 2 mi el filtrado

Las condiciones dei cromatógrafo son las mismas que para el estándar,

Inyectar 3 veces

Determinar la media del área y tiempo de retención de CQ-M-EPCA en

base ai tiempo de retención del estándar

FORMULAS.,

Calcular % de CQ-M-EPCA en suero:

A) Filtrado libre de proteínas:

HPLC

% CQFLP= (ABCMTA/ABCSTD) (CSTD/CMTA) X 100

Donde:

% CQFLP = % de CQ en filtrado libre de proteínas

ABCMTA = Área bajo la curva de la muestra

ABCSTD = Área bajo la curva del estándar

CSTD = Concentración del estándar en mg/ml (0 01 mg/ml)

CMTA Concentración de ia muestra en mg/ml (0 01 mg/mi)

B) Proteínas plasmáticas

HPLC

% CQpP= (ABCMTA/ABCSTD) (CSTD/CMTA) X 100

Donde:

% CQPP = % de CQ en proteínas plasmáticas

ABCMTA = Área bajo la curva de la muestra

ABCSTD = Área bajo la curva del estándar

CSTD = Concentración del estándar en mg/ml (0.01 mg/ml)

CMTA Concentración de la muestra en mg/ml (0.01 mg/ml)
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Porcentaje de CQ-M-EPCA en proteínas plasmáticas

Calculado por diferencia:

% CQ-M-EPCA peinas plasmática^ 100% - % CQ-M-EPCA FLP

El procesamiento fue validado mediante una curva de validación

considerando Área Bajo la Curva (ABC) versus Concentración, Se consideró que

se logra una recuperación del 93-94% con un error intraensayo menor al 3%

4.2.1 OBTENCIÓN DE LA CEFALONA:

La cefalona se obtuvo de la unión de una base (7-ACA) con el carboxilo del

grupo quinolínico en un ambiente de nitrógeno,14

En el anexo I se presenta ía hoja de registro del Departamento de Síntesis

de Laboratorios Aranda,

4.2.2 MODELO FARMACOCINÉTICO:

Para e! análisis farmacocinético se utilizará el método Compártame nía! a

través del programa PKAnalyst15

El modelo 7 se eligió para procesar los datos de! grupo 1 y las variables

farmacológicas que calcula son: área bajo Ía curva, vida media de eliminación,

alfa, beta, vida media de alfa, vida media de beta, A y B, el área bajo la curva

en un momento, tiempo de residencia, área bajo la curva en el último punto del

tiempo, área bajo ía curva en un momento del último punto del tiempo y ei

tiempo de residencia del último punto dei tiempo (anexo II)

Patente protegida por Laboratorios ARANDA
PKAnalyst, Micromath, Salt Lake City UTHA 1995
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El modelo elegido con el que se procesaron los datos de los grupos 2, 3 y 4

fue el modelo 3 con el cual se tienen valores elevados de coeficiente de

correlación (r > 0,96), las variables farmacológicas que éste modelo calcula son:

área bajo la curva, vida media de eliminación, vida media de absorción,

concentración máxima, tiempo máximo, área bajo la curva en un momento, tiempo

de residencia, área bajo la curva en el último punto del tiempo, área bajo la curva

en un momento en el último punto del tiempo y tiempo de residencia en el ultimo

punto del tiempo (anexo III),

4.3 ANÁLISIS DE LAS MUESTRAS PARA EL ESTUDIO DE

FUNCIONAMIENTO E INTEGRIDAD HEPÁTICA.

Las muestras de sangre (2,5 mi) obtenidas para las pruebas de

funcionamiento e integridad hepática fueron colocadas (18 mi) en un tubo de

vacutainer para obtener el suero y determinar los analitos AST, ALT, albúmina y

urea y los otros 0,7 mi se colocaron en un tubo vacutainer con EDTA para la

determinación del amoniaco,

Una vez que se formó el coagulo, se extrajo el suero y plasma

respectivamente y su procesamiento se llevó a cabo en un espectofotómetro

microiap 200 de Merck,

4 . 4 PESO DEL HÍGADO

Al finalizar todos los estudios los animales fueron sacrificados con sobre

dosis de anestesia (Pentobarbital Sódico16), únicamente a los grupos 5 y 6 se

les extrajeron los hígados y se pesaron en una balanza granataria

10 Pentobarbitai sódico Sedalphorte Laboratorios, Salud y Bienestar Animal
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Los datos recolectados se vaciaron en una hoja diseñada ex profeso

(AnexoíII)

5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO:

Se hicieron representaciones tabulares, gráficas y numéricas de los datos y

estos se expresaron en promedio ± una desviación estándar y mediana

Para determinar si existía normalidad en los datos se realizó la prueba de

Shapiro-Wilk, que es para ajustar a un modelo de mínimos cuadrados, con éste se

obtienen los residuos resultantes del modelo, los cuales son importantes porque a

través de ellos se puede observar cuando existe discrepancia de los datos,

además se observa la homogeneidad de las varianzas,,

Los resultados que arrojó ésta prueba se muestran en las tablas 1 y 2

donde se observa el histograma de los residuos de los grupos 2, 3 y 4

observándose que no existía normalidad y homogeneidad de varianzas, por lo que

se utilizaron las pruebas de " U-Mann-Whitney y la prueba de Westlake (Pruebas

No Paramétricas),

Para comparar las presiones venosas se realizó la prueba t-Student para

muestras dependientes,

El análisis estadístico se practicó mediante sistema de cómputo PAQUEST

(46) y para los parámetros farmacocinéticos, la prueba de Weslake se realizó

mediante ei programa WINONLIN Profesional (47)
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6. RESULTADOS

En el cuadro 2 y la figura 4 se presentan ios valores del área bajo ia curva

de los cromatogramas obtenidos para la curva patrón, a partir de las

concentraciones evaluadas de 0,015 a 10 ug/mi El porcentaje de recuperación fue

del 90%, con un error intraensayo del 5% y límite de detección mínima de 0.015

ug/ml, La regresión lineal obtenida mostró un coeficiente de correlación mayor al

98% (r = 0.985).

Con base en lo anterior se obtuvieron las concentraciones plasmáticas para

ios grupos que recibieron la CQ-M-EPCA por vía intravenosa (grupoi),

intragástrica (grupo 2), intraduodenal sin obstrucción portal (grupo 3) y con ella

(grupo 4)

En el cuadro 3 se muestran las concentraciones plasmáticas individuales,

obtenidas en los diferentes tiempos de muestreo del grupo 1 (Intravenoso),

Asimismo, en la figura 5 se observa como después de haber alcanzado su

máxima concentración de 8.07 ug/ml, ésta disminuyó rápidamente hasta casi

desaparecer, pero a los 45 minutos se registra un segundo pico que Negó a 2.97

ug/ml seguida de una eliminación casi tota! a las 9 horas,

En el cuadro 4 se muestran estos mismos datos obtenidos de los

integrantes del grupo 2 (vía intragástrica); en la figura 6 se puede observar el

comportamiento del fármaco por ésta vía, en donde resalta que la concentración

máxima promedio de 5,047 (jg/ml se aicanzó a los 10 minutos postadministración

y la eliminación fue más lenta sin llegar a completarse a las 9 horas,

En el cuadro 5 se señalan las concentraciones plasmáticas individuales, de

los integrantes del grupo 3 (vía intraduodenal) y en la figura 7 se observa que la

concentración máxima obtenida fue de 6,46 ug/ml la cual se alcanzó a los 45
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minutos postadministración, pero su fase de eliminación fue similar a la del grupo

anterior

Las concentraciones plasmáticas registradas en los grupos 2 y 3, fueron

diferentes estadísticamente (cuadro 6), En la figura 8, se observa con mayor

claridad como la concentración plasmática de la CQ-M-EPCA alcanzada durante

las primeras 3 horas al ser administrada por vía intraduodenal (grupo 3) fue mayor

que por vía gástrica (grupo 2),

En el cuadro 7 se presentan las concentraciones plasmáticas del grupo 4

(con obstrucción parcial de la vena porta y administración del fármaco por vía

intraduodenal), En la figura 9 correspondiente se muestra que la concentración

máxima alcanzada fue de 4 14 ug/ml y se obtuvo hasta transcurrida una hora

después de la administración, Al ser comparado con el grupo 3 (sin obstrucción

parcial de ia vena porta) (figura 10) se observa que la concentración máxima fue

menor, en cambio el tiempo en el que se alcanzó ésta fue mayor p< 0,05 (cuadro

3),

En los cuadros 9-12 se presentan los datos farmacocinéticos de cada uno

de los animales que forman los diferentes grupos así como, la media, desviación

estándar y mediana, A partir de eilos se calculó la biodisponibiiidad a través de la

fórmula:

F= ABC(intragástrico o intraduodenal) /ABC (venoso) x 100

En el cuadro 13 se muestra el porcentaje de la biodisponibiiidad obtenida:

para eí grupo 2 fue del (169%), para e! 3 de (246%) y para el 4 de (209%)

En el cuadro 14 se observan las diferencias farmacocinéticas encontradas

entre los grupos 2 vs 3, La vida media de absorción, el tiempo máximo, la
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concentración máxima, el área bajo la curva y el área bajo la curva trapezoidal

fueron mayores en el grupo 3, En cambio la depuración fue menor que en el grupo

2(p<0,05)

En el cuadro 15 se muestran los datos farmacocinéticos del grupo sometido

a obstrucción parcial de la vena porta (grupo 4) vs grupo control (grupo 3), Para el

grupo 4 los siguientes valores fueron mayores: la vida media de eliminación y de

absorción, tiempo máximo y tiempo de residencia,, Para el grupo control los

valores mayores fueron: concentración máxima, área bajo la curva, área bajo ia

curva trapezoidal, área bajo ia curva en el momento, volumen de distribución del

área bajo la curva y depuración,

Los valores de las pruebas de funcionamiento e integridad hepática de los

grupos 5 con obstrucción parcial de la vena porta y grupo 6 control, se presentan

en los cuadros 16 y 17 Los valores de albúmina fueron menores en el grupo 5, en

cambio ALT y amoniaco fueron mayores a los del grupo control (cuadro 18)

La presión portal inmediatamente obtenida después de la obstrucción portal

prehepática (cuadro 19) fue significativamente mayor que la registrada basal, Sin

embargo, un mes después ésta disminuyó hasta casi alcanzar las cifras básales a

pesar de mantener parcialmente obstruido el flujo portal prehepático (cuadro 20)

Esto se pudo comprobar angiográficamente, observando adicionalmente

circulación colateral a través de la cual se reestabiecía el flujo portal hacia la vena

cava superior (figuras 11 y 12),

Finalmente, en el cuadro 21 se puede observar que existe diferencia

significativa del peso relativo del hígado en las ratas con disminución del flujo

portal venoso prehepático (grupo 5) vs dicho valor en las ratas control, sin

obstrucción (grupo 6)
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7 . D I S C U S I Ó N

Aún cuando el principa! objetivo de este estudio fue evaluar la

farmacocinética de un nuevo fármaco de origen nacional y su posible uso en

sujetos con obstrucción parcial de la vena porta prehepática e hipertensión portal

prehepática secundaria, fue necesario previamente indagar otras interrogantes

en vista dei modelo experimental (rata) escogido Con base en los resultados

podemos deducir lo siguiente:

La utilización de estándares internos y la curva de recuperación indican

que los resultados obtenidos son repetibles y confiables,

Vale la pena mencionar que las dosis recomendadas en estudios

anteriores no pudieron ser aplicadas en este modelo ya que fue necesario

ajustarse a otras prescripciones aún por debajo de los niveles tóxicos para poder

lievar a cabo este experimento

La aplicación endovenosa de la cefalona se caracterizó, como en estudios

previos (14,15) en presentar una elevación de los niveles de CQ-M-EPCA en el

plasma a los pocos minutos de su administración, seguida de una fase de rápida

declinación del fármaco seguida de una más lenta, La forma de la relación

concentración vs, tiempo posterior a su administración endovenosa, sugiere un

fenómeno de redistribución del fármaco (20), Esto es, la CQ-M-EPCA presenta un

segundo compartimiento fuera del plasma y sin ser biotransformado regresa a éste

hasta alcanzar un nuevo valor de Cpmax y posteriormente presenta una

depuración más parecida a la de otras cefalosporinas,, La sugerencia de una

rápida penetración y redistribución se ve apoyada por el fenómeno detectado en

los estudios de toxicidad aguda, en los cuales la administración rápida intravenosa

de ia CQ-M-EPCA causaba signos de afectación del sistema nervioso central, con

una dosis letal 50% de 125 mg/kg, mientras que la aplicación intravenosa lenta de
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la CQ-M-EPCA no produjo efectos nerviosos y elevó la dosis letal a más de 800

mg/kg17, Este fenómeno es dependiente de los gradientes de concentración

favorables, en ei primer caso y menos en el segundo La forma de la curva y los

valores del ABC arrojan un VdABc muy elevado (14-15), lo que concuerda con el

concepto vertido Más aún la mayor biodisponibilidad encontrada en los grupos

medicados por vía Gl, con respecto a la biodiponibilidad teórica del 100% vía IV,

apoya esta sospecha de redistribución Sin embargo, falta identificar el o los sitios

en donde ocurre la distribución inicial y la redistribución La Ti/2p permite un

intervalo de dosificación de 4-6 horas si se considera como límite los 0 5 ug/ml

pero se puede extender hasta las 8 horas, si se confirman tanto la penetración del

antibiótico a tejidos como la sensibilidad de las bacterias a una concentración de

0.2 ug/ml, amén de un posible efecto postantibiótico característico de los p-

lactámicos

Por otro lado, al analizar los datos de Cpmax del programa PkAnalyst

utilizando el modelo 3, se obtiene un valor de Tmax de 10 minutos para la vía

intragástrica y de 45 minutos para la vía intraduodenal Sin embargo, el valor de

Cpmax para la vía intragástrica fue 22% inferior al correspondiente para la vía

intraduodenal, Para explicar éste fenómeno y precisar si lo observado es

reproducible, será necesario tomar un número mayor de muestras desde el tiempo

cero al tiempo en el que inicia la fase de eliminación, lo que permitiría que se

precisara con mayor detalle el valor de Cpmax,

Por otro lado, si se toman los datos referidos como representativos del

fenómeno de absorción de la cefalona, será necesario conciliar, los valores de

Tmax y Cpmax observados, Para la gran mayoría de los fármacos,

independientemente si son ácidos o bases débiles, la absorción ocurre

primariamente en el intestino, aún en el caso de fármacos poco disociados en el

pH gástrico como el ácido acetilsaücílico (48) Así, es posible que la cefalona sea
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ambas cosas, menos disociable en pH ácido, pero más sensible a la degradación

por el pH gástrico, Esto originará una Tmax más rápido, pero una Cpmax menor

Tal es el caso de muchas sulfonamidas, que son estables en pH ácido y son más

solubles en pH alcaiino (49)

Al parecer, la absorción del fármaco en estudio está mediada más por la

superficie de absorción, que por su grado de ionización, al igual que otros

fármacos que contienen anillo cefaíosporánico (50) No obstante, dada la

complejidad de los fenómenos de absorción intestinal será necesario descartar la

participación de transporte activo para ingresar el fármaco al sistema y bombas de

efiujo para regresarlo al lumen intestinal (51^53),

La biodisponibilidad de las diferentes formas de administración fluctuó de la

siguiente manera: 169% para la administración intragástrica, 208% para la

administración intraduodena! en ratas con OPVP y 245% en ratas control después

de la administración intraduodenal, El cálculo de biodísponibiiidad utilizando los

valores de las áreas bajo la curva revelan aparentemente que el fármaco es más

biodisponible por vía digestiva (intraduodenal) que por vía intravenosa Aunque

éste valor 246% no resulta congruente en primera instancia, dado que la

biodisponibiiidad máxima posible es del 100% posterior a su aplicación

intravenosa, El valor del área bajo la curva por vía oral será entonces más grande

en función de que el fármaco pudiera estarse eliminando y reabsorbiendo de

alguna manera, Esto representa una ventaja potencial si se valida en estudios

posteriores dicho comportamiento dado que sería uno de los pocos p-iactámicos

de tercera generación o reciente diseño que muestran una gran biodisponibilidad

por dicha vía, incluso superior a la generada por vía intravenosa

La Cpmax fue mayor y la Tmax menor en ratas sin obstrucción portal Esto

refleja que una vez absorbida parte de la cefalona al sistema porta, el paso al

sistema no procede con la misma velocidad en ratas con OPVP que en las no
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intervenidas, Es factible asumir que esto se debe a que la concentración del

fármaco en dicho sitio no se disipa por el "estancamiento" de la sangre a ese nivel

Así la tasa de ingreso de la cefalona al sistema se hace lenta y tiende a igualar a

la tasa de eliminación, En la figura 10 se presenta, a manera de comparación, las

tasas de absorción y eliminación,

En el modelo de obstrucción parcial de la vena porta se encontró que se

reduce el tamaño del hígado quizá como respuesta orgánica a la disminución del

flujo Empero, es necesario puntualizar en estudios posteriores si se llegan a los

niveles básales de volumen por unidad de superficie, situación poco probable, ya

que hay reducción de la síntesis de proteínas que finalmente se manifiesta en

disminución de la albúmina sérica, como en este ensayo (36), Asimismo, se

detectó daño hepático en función del incremento de las transaminasas,

acumulación de amoniaco y disminución de la albúmina y de la urea

Considerando que a "disminución" del flujo hepática deberá presentarse

disminución de la depuración corporal de fármacos, cuya extracción es

dependiente del flujo hepático; si no hay disminución de la depuración corporal en

ratas con flujo disminuido entonces la extracción dei fármaco no dependerá del

flujo hepático, Consecuentemente, se estableció en este ensayo un modelo que

permitió inferir si el hígado tenía un papel importante en la depuración de la CQ-M-

EPCA Así, los animales del grupo OPVP mostraron una menor capacidad de

depuración del fármaco que los testigo, La depuración corporal para las ratas con

flujo disminuido e OPVP fue de 0,17 ml/kg/hr y el mismo valor es superior (0.20

ml/kg/hr) en ratas con flujo hepático no alterado,

Considerando la depuración disminuida de la cefaiona con flujo hepático

reducido, debería mejorarse el volumen de distribución dado que existe mayor

tiempo del fármaco en sangre para difundir fuera del compartimiento plasmático,

en particular por que la proteína plasmática también está disminuida (albúmina

basal 28 55 g/l, en ratas con OPVP 21,95 g/L), Sin embargo, el volumen de
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distribución fue más bajo en ratas OPVP, Esto sugiere que el volumen de

distribución más elevado en las ratas control es un reflejo mixto de una depuración

más rápida y de su distribución a tejidos Es decir dada la definición de volumen

de distribución18, el fármaco que no está en plasma, puede estar o en ios tejidos o

excretado vía hepática, Así, si se aprecia la figura 10 se puede detectar que en el

grupo testigo que recibió cefalona por vía intraduodenal el valor de Cpmax es más

alto que el correspondiente al grupo de OPVP y al grupo que se le administró por

vía intragástrica y que tiene una Tmax más rápida que eí grupo con OPVP Sin

embargo, posterior a éste pico hay una fase de depuración rápida reflejada en

una vida media muy corta seguida de una fase de eliminación muy similar a la

presentada por todos los grupos, Estos datos en conjunto pueden tomarse como

indicativos de la siguiente secuencia: ia cefalona se absorbe eficientemente tanto

del estómago como del duodeno, aunque existe cierto grado de destrucción o

degradación de la molécula por el pH ácido lo que se refleja en una Cpmax menor

pero con un Tmax más corto cuando ia vía utilizada es la intragástrica La cefalona

en las ratas con OPVP alcanza una Cpmax menor por su "estancamiento a nivel

portal", Posteriormente la tasa de eliminación en todos los grupos se asemeja,

aunque es mayor en los animales intactos, lo que reitera la participación del flujo

hepático en ia depuración del la cefaiona,

Es importante señalar que los cambios en la cinética de la CQ-M-EPCA

observados en ratas con OPVP deben tomarse con precaución cuando se les

extrapole a la condición clínica, Si bien el modelo usado en este ensayo es útil

para pacientes con hipertensión portal prehepática, deben considerarse algunas

diferencias importantes, Los pacientes con disminución del flujo portal hepático, no

suelen encontrarse cambios sustantivos en las pruebas de funcionamiento

hepático, a menos de que exista cirrosis; por lo tanto la atención de la cual son

objeto estos enfermos está dirigida a contrarrestar las complicaciones de la

IS Volumen de distiibución: es la cantidad de fluido extraplasmático necesario para diluir al fármaco a la
misma concentración que la que se encuentras en el plama
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hipertensión portal secundaria y no las alteraciones morfológicas y funcionales que

sufren los animales de experimentación, en los que la interrupción de la

circulación portal produce cambios muy notables y hasta letales, En contraste, los

pacientes que tienen obstrucción de flujo portal prehepático habitualmente cursan

con la recanalización del vaso obstruido y formación de nuevos vasos hileares que

amortiguan o modifican el deterioro del hígado; de ahí que las lesiones, si llegaran

a existir, no suelen traducirse en cambios de las pruebas de función hepática

tradicionales, Sin embargo, recientemente se han documentado alteraciones

microestructurales en pacientes con hipertensión portal prehepática de varios años

de evolución, en ios que los controles químicos y de laboratorio no habían

detectado daños aparentes (54); por ello es factible pensar que la cinética de

algunos medicamentos flujodependientes como la CQ-M-EPCA, puedan tomarse

como indicadores sensibles para la detección de las alteraciones mencionadas,

aún antes de que se produzcan modificaciones en las pruebas de funcionamiento

estándar

Se postula como trabajo consecutivo realizar farmacocinéticas de

medicamentos clave en estos tipos de pacientes a fin de sustentar o descartar

esta última hipótesis
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FIGURA 4

CURVA PATRÓN OBTENIDA A PARTIR DE LAS CONCENTRACIONES
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FIGURA 5
MEDIA Y DESVIACIÓN ESTÁNDAR DE LAS

CONCENTRACIONES PLASMÁTICAS DE LA CQ-M-EPCA
DEL GRUPO I ADMINISTRADA VÍA INTRAVENOSA
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FIGURA 6
MEDIA Y DESVIACIÓN ESTÁNDAR DE LAS

CONCENTRACIONES PLASMÁTICAS DE CQ-M-EPCA DEL
GRUPO 2 ADMINISTRADA VÍA INTRAGÁSTRICA
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FIGURA 7
MEDIA Y DESVIACIÓN ESTÁNDAR DE LAS

CONCENTRACIONES PLASMÁTICAS DE CQ-M-EPCA DEL
GRUPO 3 ADMINISTRADA VÍA INTRADUODENAL
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FIGURA 8

MEDIAS DE LAS CONCENTRACIONES PLASMÁTICAS DE
CQ-M-EPCA DE LOS GRUPOS 2 (VÍA INTRAGÁSTRICA) VS.

3 (VÍA INTRADUODENAL)
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FIGURA 9
MEDIA Y DESVIACIÓN ESTÁNDAR DE LAS

CONCENTRACIONES PLASMÁTICAS DE CQ-M-EPCA DEL
GRUPO 4 (OPVP) ADMINISTRADA VÍA INTRADUODENAL
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FIGURA 10
MEDIAS DE LAS CONCENTRACIONES PLASMÁTICAS DE

CQ-M-EPCA DE LOS GRUPOS 3 (ADMINISTRACIÓN VÍA
INTRADUODENAL) VS. 4 (OBSTRUCCIÓN PARCIAL DE LA
VENA PORTA) ADMINISTRACIÓN VÍA INTRADUODENAL
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FIGURA 1 1

ANGIOGRAFÍA DE UNA RATA SIN OBSTRUCCIÓN
PARCIAL DE LA VENA PORTA

-Vi1-: .". " .

I • • • • .

3

Figura 11. Rata control sin obstrucción parcial de la vena porta, se puede observar
la circulación hepática normal.
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FIGURA 12

ANGIOGRAFÍA DE UNA RATA CON UN MES DE
OBSTRUCCIÓN PARCIAL DE LA VENA PORTA.

?•'•

Figura 12. Rata con un mes de obstrucción parcial de la vena porta, se puede
observar los vasos de nueva formación,
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TABLA 1
COMPARACIÓN DEL GRUPO 2 (ADMINISTRACIÓN
INTRAGÁSTRICA) VS.GRUPO 3 (ADMINISTRACIÓN

INTRADUODENAL) A TRAVÉS DE LA PRUEBA DE SHAPIRO-
WILK

Quantiles i!
í>

Moments ¡

Mean

Std Dev

Std Err Mean

upper 95% Mean

lower 95% Mean

N

Sum Wgts

- 3 2 -1

Normal Q u a n t i l e

- 0 0000

0.9224 '

0 0780 '.

0 1541

- 0 , 1 5 4 1

34O..OOOO

14 0 0 00 0

i l e s t for Normality

Shapiro-Wilk W l e s t

0 95534 0

Prob<W

0 0010
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TABLA 2

COMPARACIÓN DEL GRUPO 3 (SIN OPVP) VS GRUPO 4 (CON
OPVP) A TRAVÉS DE LA PRUEBA DE SHAPIRO-WILK

Residual resp

Quantiles

Moraents

', l es t for Normality

!Shapiro-Wilk W l e s t

| W Prob<W

0 916845 0,0000

•3 - 2 - 1 0

No rmal Qu a n t 1 1 e

OPVP: obstrucción parcial de la vena porta

2 3

16



ANEXO I

CERTIFICADO DE ANÁLISIS
09 de Julio de 1999

Material: CQ-M-EPCA
No Lote: 1488

DEPARTAMENTO DE SÍNTESIS
No, Folio 00147

DETERMINACIÓN RESULTADOS

Desciipción:

Solubilidad

Punto de Fusión

Humedad (KF.)

Valoración (HPLC)

Identificación (UV.VIS)

Polvo fino de color amarillo
homogéneo sin partículas extrañas

Soluble en soluciones alcalinas a
pHlO.O de tiietilamina, NaOh,
NH4OH(agitación vigorosa) Insoluble
en agua y cloroformo

198 0°C (descompone)

No se puede determinar porque el
Kari-Fishet está descompuesto

98.5% contenido de EPCA 1.5%
impureza de Enrofloxacina, (Contra
estándar secundario de Enrofloxacina)

279 00 nm

ANALISTA
Q F B Lina Laura Nava Muñoz
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ANEXO II

MODELO FARMACOCINETICQ UTILIZADO PARA LA
ADMINISTRACIÓN DE LA CEFALONA VIA

INTRAVENOSA

PKAnalvst Model #7

Two Compartments with Bolus Input and First-Order
Output (Micro-Constants as Input)

Independent Variable: Time
Dependent Variable: Concentration
Parameters: Volume, Dose, Ke¡¡m K¡2 K.21

Calculated Quantities: AUC, Kelimjialj, alpha, beta, alpha Jialf,
betajíalj, A, B, AUMC, Residencetime,
AUCjoJastJ, AUMCjoJastJ,
Res idencejime tojas t_T

Equation:

Concentration (Time)=Ae ~a' Time + Be * 'Tme

Synopsis:*
This model allows the elimination rote ,Ke¡¡m the ratio
Dose/Voíume, the tramfer ratefrom thefirst compartment to the
second compartment, K]2, and the transfer ratefrom the second
compartment to thefirst compartment, K2¡ofa two compartment
model to befound given a number of measurements oj the
concentration in the compartment over a period oj time. It aho
reports the atea under the curve, AUC, the halj Ufe oj the
elimination, Kenm foaif, the halj Ufe of alpha, alpha halj, the halj

Ufe ofbeta, betajíalj, A and B, the área under the moment curve,
A UMC, the residence time, Residencetime, the área under the
curve to the last timepoint, AUC'JoJastT, the área under the
moment curve to the last time point, A UMCjoJastT, and the
residence time to the last time point, Residence_timeto_last_T.
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ANEXO III

MODELO UTILIZADO PARA EL CALCULO DE LAS
VARIABLES FARMACOCINETICAS PARA LA VIA DE

ADMINISTRACIÓN INTRAGASTRICA E
INTRADUODENAL

PKAnalvst Model #3

One Compartment with First-Order Input and First-Order Output

Independent Variable: Time
Dependent Variable: Concentration
Parameters: Volunte, Dose,

Calculated Quantities: AUC, Ke!imjaif, KAB_nalj iconcJÁa»
ConcMax, AUMC, Residence time,

AUCjoJastJ, AUMCtoJastJ,
Residence JimetoJastJI

Equation:
Concentration (Time)= Pose. KAR e^'"" Ti™-e~

KAB Time

Volunte KAB- Ke¡im

Synopsis:

This model allows the elimination rate, Kei¡m, the absorption rate,
KAB, and ¿ne rati° Bose/Volurne to be found given a number oj
measurements ofthe concentration in the compartment over a
period oj time. It also reports the área under the curve, A UC, the
halj Ufe of elimination, Ke¡¡m faau, the halflife oj the absorption,

&AB half fhe time when the concentration reaches its máximum,
IConc Max, tne máximum concentration, ConcJAax, the atea
under the moment curve, AUMC, the residence time,
Residencejime, the área under the curve to the last time point,
A UC_toJast_T, the área under the moment curve to the last time
point, A UMCjo_la$t_Ty and the residence time to the last time
point, Residencejime to last T.

ESTÁ TESIS NO SAO
DE IA BIBLIOTECA
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ANEXO IV

HOJA DE COLECCIÓN DE DATOS:

GRUPO No DE ANIMAL-

PESO CORPORAL (g)

PESO DEL HÍGADO (g)

PRUEBAS DE FUNCIONAMIENTO

ALT (U/L)

AST (U/L)

ALBÚMINA (g/L)

UREA (mmol/L)

AMONIACO (|jmol/L)

DATOS DE FARMACOCINÉTICA

Cpmax ([jg/ml)

Tmax (hr)

VdABC (L/Kg)

ABC (pg/h/ml)

Kelim1/2 (hr)

Cl (ml/min/kg)
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ANEXO V

DEFINICIONES CONCEPTUALES:

Farmacocinetica: es el estudio de la evolución temporal de la concentración y

cantidad de fármaco y sus metabolitos en los fluidos biológicos, tejidos y/o

excretas, es decir, está considerada como la ciencia encargada del estudió de la

acción que el organismo ejerce sobre los fármacos y se ocupa del estudio

cuantitativo de los cambios de niveles de los fármacos y sus metabolitos en el

organismo,, la evolución temporal de un fármaco en el organismo se puede

esquematizar en tres etapas prácticamente simultáneas: absorción, distribución y

eliminación (55-58)

Absorción: constituye el proceso mediante el cual el fármaco una vez liberado de

la forma farmacéutica en la que se administra, atraviesa las biomembranas

locaüzadas en el punto de administración y aicanza ¡a circulación sistémica (55-58)

Distribución: se entiende por distribución el proceso o conjuto de procesos

mediante los cuales el fármaco se incorpora desde la circulación sistémica a los

diferentes órganos y tejidos corporales (55-58)

Eliminación: es el proceso por el cual el organismo se libera del fármaco y/o sus

metabolitos a través de diversos mecanismos, Los fármacos principalmente son

eliminados por hígado y riñon; siendo la vía de eliminación más común la renal

(55-58)

Depuración o Aclaramiento (Cl L/hr): Eí acíaramiento constituye también un

parámetro relacionado con la eliminación de fármacos puesto que es proporcional

a la velocidad con que un fármaco es extraído o depurado por un órgano de

eliminación, El aclaramiento sanguíneo o plasmático se define como el volumen
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de sangre o plasma, que es depurado del fármaco por unidad de tiempo El

aclaramiento es básicamente una constante de proporcionalidad entre la velocidad

de eliminación por un órgano específico y la concentración del fármaco a la

entrada del mismo (55-58)

Volumen de distribución (Vd L): Es una medida del espacio aparente del

organismo para contener el fármaco, Relaciona la cantidad del fármaco en el

organismo con su concentración en sangre o plasma, con dependencia de donde

se realice ía medición (55-58)

Vida media {VA hr): Es el tiempo necesario para que la concentración plasmática

o la cantidad de un fármaco presente en el organismo se reduzca en un 50% (55-

58)

Efecto de primer paso: es el proceso durante en cual el fármaco pasa como

primer tiempo, a través de los órganos de eliminación como las membranas

gastrointestinales y el hígado, durante la fase de absorción (55)

Concentración máxima (Cmax mg/L o \M): la concentración más alta que

alcanza el fármaco en e! plasma después de la administración de la dosis (56),

Área Bajo la Curva (ABC mg-hr/L o jiM-hr): Es el producto de ¡a concentración

plasmática por el tiempo, a partir del perfil de concentración plasmática del

fármaco en función de! tiempo, En farmacocinética iineai, el ABC es proporcional a

la dosis que llega a la circulación sistémica (56-58),

Hipertensión: Aumento de la tensión de las paredes de una cavidad, cuando la

presión de los líquidos que contiene es superior a lo normal (59)

Hipertensión portal: se puede definir como la presión en vena porta de 250 mm

de solución salina (18 mm Hg) o mayor, en presencia de presión normal en la
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vena cava inferior Es otros términos hay hipertensión porta! cuando la diferencia

entre la presión de ía vena porta y la cava inferior es mayor de 150 mm de

solución salina (59),

83



ANEXO VI

ABREVIATURAS Y SIGLAS UTILIZADAS

HP: Hipertensión portal

HPPI: Hipertensión portal prehepática inducida

CQ-M-EPCA: Cefalona

OPVP: Obstrucción Parcial de la vena porta

Kelim Vi. Constante vida media de eliminación

Kab Vi. Constante vida media de absorción

Tmax: tiempo máximo

Cmax: Concentración plasmática máxima

ABC: Área bajo ia curva

ABCM: Área bajo la curva-momento

Tiempo Res: Tiempo de residencia

ABC Trap: Área bajo la curva por integral trapezoidal

VdABC: Volumen de distribución de la fase postdistribución

Cl: Depuración

F: Biodisponibilidad
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