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La lesion en médula espinal es considerada como una patologia de graves repercusiones
economicas, fisicas y psicologicas no sélo para el individuo que la padece sino también para el
sistema de salud y para la sociedad en general. A pesar de ello todavia existe un rezago en cuanto
a la calidad de la atencion a los pacientes ya que muchos de los eventos fisiologicos y
bioquimicos que se presentan después de la lesion ain no han sido bien entendidos y controlados.

No es sino hasta hace algunas décadas que se empezaron a estudiar los cambios en la
farmacocinética de algunos de los farmacos empleados con mayor frecuencia en estos pacientes,
encontrandose diferencias en cada uno de los procesos cinéticos (absorcion, distribucion,
metabolismo y excrecion), haciéndose necesario considerar un ajuste de dosis en esta sub-
poblacion. Es por ello que en el presente trabajo se evalia la biodisponibilidad absoluta (F) del
diclofenac sédico, un antiinflamatorio no esteroideo, en ratas sometidas a una lesion traumatica
en la médula espinal en su fase aguda, mediante un modelo de contusiéon previamente
estandarizado.

Para determinar la biodisponibilidad absoluta se establecieron 3 grupos experimentales,
uno para cada via de administracién (oral, intramuscular e intravenosa) a los que se lesiond a
nivel de T8, y 3 grupos control a los que se les sometié unicamente a laminectomia; 24 hrs.
después de la cirugia y después de la administracion de una dosis tnica de 10 mg/kg de
diclofenac se tomaron muestras sanguineas a los 0, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 240 y 360
minutos. Posteriormente las muestras de sangre total, previa extraccion, se cuantificaron en
HPLC con deteccion electroquimica utilizando como estandar interno al naproxén sdédico. Con
los resultados obtenidos se construyeron graficas del perfil farmacocinético del diclofenac y a
partir de éstas se determiné la concentracion maxima (Cmax), el tiempo en alcanzar la
concentracion maxima (Tmax), el area bajo la curva (ABC), la vida media (t1/2), la velocidad de
absorcion (Cmax/ABC) y la biodisponibilidad absoluta (F). Los resultados se evaluaron mediante
la prueba t-Student (p<0.05) para datos no pareados con el fin de determinar diferencias
significativas de los grupos experimentales con respecto a sus grupos control.

Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas para el ABC, t1/2, y Cmax/ABC
después de la administracion intramuscular, diferencias que parecen ser debidas a alteraciones en
la fase de eliminacion del farmaco, lo cual provoca una acumulacion del mismo y aumento en los
niveles sanguineos. Asi mismo se observa un aumento en la biodisponibilidad de las ratas
lesionadas comparadas con su grupo control, la cual no es estadisticamente significativa, dicho
aumento puede ser debido a la alta variabilidad interindividual observada en los grupos y a los
valores obtenidos para el ABC.

Después de la administracion por via oral se observa un aumento de los niveles de ABC,
Cmax y F en las ratas lesionadas, lo cual no es estadisticamente significativo. Este aumento
puede estar relacionado con una posible disminucion en el flujo sanguineo hepatico el cual puede
provocar una reduccion en el metabolismo del diclofenac durante el efecto de primer paso
aumentando asi los niveles de este farmaco.

En los resultados obtenidos para la administracion intravenosa no se observan diferencias
estadisticamente significativas, aunque si una tendencia a aumentar los valores del ABC y Cmax
en las ratas lesionadas lo que también puede estar relacionado con la disminucion en la
eliminacion del diclofenac debido a las alteraciones fisiologicas presentes después de la LTME.

Es necesario seguir evaluando los cambios fisiologicos y bioquimicos presentes después
de una lesion en médula espinal y los cambios que se producen en el comportamiento
farmacologico de los farmacos que cominmente se administran a estos pacientes, primero en
modelos animales que permitan establecer las bases para estudios clinicos con el fin de establecer

nuevas estrategias en la terapéutica gue permitan mejorar la calidad de vida en estos individuos.
2
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1. GENERALIDADES SOBRE FARMACOCINETICA

El objetivo de una terapia farmacoldgica es la rapida distribucion y mantenimiento de los
niveles terapéuticos del farmaco en los tejidos blanco. Para lograr este objetivo se debe reconocer
que la velocidad para alcanzar este primer impulso de la acciéon farmacologica, asi como la
intensidad y la duracion del efecto estan controlados por tres vias fundamentales de movimiento
del farmaco en el cuerpo. Primero, la absorcion desde el sitio de administracion permite la
entrada, directa o indirectamente, del agente terapéutico en el plasma. Segundo, el farmaco debe
abandonar el torrente sanguineo y distribuirse en los fluidos intracelular e intersticial. Tercero, un
proceso que consiste principalmente en la excrecion urinaria y/o metabolismo hepatico causa que
el farmaco y sus metabolitos sean eliminados del organismo. La farmacocinética estudia estos
procesos asi como la relacion con la intensidad y el curso del tiempo del efecto farmacolégico

(terapéutico y toxicologico) del farmaco (Harvey R. y cols., 1992).

Las consideraciones farmacocinéticas juegan un papel muy importante en el disefio de
regimenes de dosificacion en farmacoterapia, incluyendo el monitoreo terapéutico de farmacos,
investigaciones farmacologicas y clinicas, y en el disefio de formas farmacéuticas para farmacos
que aparentemente presentan propiedades farmacocinéticas desfavorables. debido a que es
posible obtener una respuesta farmacologica o toxicolégica cuando la concentracion del farmaco

alcanza un nivel minimo en el sitio de accion (Gibaldi, 1991).




1.1 Absorcién.

Después de la administracion de un fiarmaco éste puede ser absorbido desde el tracto
gastrointestinal por difusion pasiva o por transporte activo. La difusion pasiva es el paso del
farmaco desde una region de alta concentracion a otra de menor concentracién; no es necesario
ningln acarreador, es no saturable y muestra una especificidad estructural baja. La mayoria de los

farmacos atraviesan las membranas celulares por este mecanismo.

En el transporte activo el farmaco atraviesa las membranas mediante una proteina
acarreadora y muestra cinética de saturacion. Depende de energia en forma de ATP para su
proceso, y mediante este mecanismo el farmaco puede desplazarse en contra de un gradiente de

concentracion.

El pH del medio puede ser un factor importante para la adecuada absorcion de un
farmaco. De hecho las moléculas de los farmacos solo son permeables si se encuentran sin una
carga neta; la concentracion efectiva de la forma permeable de cada firmaco en su sitio de
absorcion esta determinada por la concentracion relativa de las formas cargadas y no cargadas, y
la relacion entre las dos formas esta determinada por el pH del sitio de absorcion y por la fuerza
de la base o del acido débil. definida por el pK. Asi, para un acido débil la forma protonada sin
carga puede permear a través de las membranas, al igual que una base sin proton y sin carga

(Harvey R. y cols., 1992).

Otros factores que pueden influir en la absorcion son: el flujo sanguineo en el sitio de

absorcion, el area superficial disponible, el tiempo de contacto en la superficie de absorcién y la

Eresencia de promotores o retardadores de la absorcion.
5




1.2 Biodisponibilidad

Una medida del grado de absorcion de un farmaco es la biodisponibilidad (F). Se trata de
una de las dreas de estudio de la farmacocinética que indica la cantidad y la velocidad con que un
farmaco administrado alcanza la circulacion general (Rowland y Tozer, 1995). Asi mismo,
estudia el efecto del primer paso para explicar la diferencia en potencia cuando un farmaco es

administrado extravascularmente comparado con uno administrado intravenosamente.

La biodisponibilidad puede verse alterada por diversas causas como: la forma
farmacéutica, la permeabilidad del farmaco, el flujo sanguineo, las reacciones competitivas asi
como el tipo de alimento, la edad del individuo, diferentes estados patologicos, el metabolismo

de primer paso, etc.

El flujo sanguineo juega un papel muy importante ya que determina en gran medida el
grado de absorcion del farmaco afectando asi a la biodisponibilidad. En el caso de una
administracion oral el farmaco tiene que pasar por el tracto gastrointestinal que tiene una gran
irrigacion sanguinea sobretodo a nivel intestinal, lo que facilita la absorcion del farmaco desde

este sitio (Rowland y Tozer, 1995).

La absorcion de un farmaco, después de una administracion oral, también depende de su
permeabilidad y solubilidad; si se trata de un farmaco poco permeable no alcanzara a absorberse

por completo en el tiempo de transito promedio (2-4 h) disminuyendo la biodisponibilidad.

Cualquier reaccion que compita con la absorcion puede reducir la biodisponibilidad oral




de un farmaco. Las reacciones pueden ser enzimadticas, llevadas a cabo por las enzimas del
epitelio intestinal y de la microflora del intestino grueso, o no enzimaticas. Los productos de las

reacciones por lo general son inactivos o menos potentes que el farmaco padre.

El efecto de primer paso también puede disminuir la biodisponibilidad ya que el farmaco
es metabolizado en el higado antes de alcanzar la circulacion general y, como ya se menciono, los
metabolitos por lo general son inactivos; cuando esto ocurre la dosis oral del farmaco debe ser
mayor que la dosis intramuscular o intravenosa para poder alcanzar el mismo efecto terapéutico.
Por otro lado existen los llamados profarmacos que al ser metabolizados dan lugar a metabolitos

activos que en algunos casos presentan mayor potencia que el farmaco padre.

Después de su administracion oral el farmaco debe pasar del lumen gastrointestinal hacia
la pared del intestino, y de ahi al higado antes de llegar a la circulacion general. Una vez alli es

distribuido por todo el organismo.

La absorcion de farmacos en solucion a partir del musculo y del tejido subcutaneo esta
limitado. entre otras causas, por la perfusion, por lo que un incremento en el flujo sanguineo

acelera la absorcion y afecta directamente la biodisponibilidad.

La biodisponibilidad absoluta puede ser calculada a partir de una dosis intravenosa de
referencia (por definicion la biodisponibilidad de una dosis intravenosa es del 100%). El método
usual es el de administrar a un grupo de voluntarios dosis intravenosas y dosis extravasculares

(oral. intramuscular, etc.) de un farmaco en diferentes ocasiones. El célculo se lleva a cabo



utilizando las areas bajo la curva de la concentracion plasmatica contra el tiempo después de

ambas dosis por medio de una simple proporcion:

_ ABC extravascular
ABC intravenosa

1.3 Distribucion.

La distribucion, otro de los procesos farmacocinéticos, se refiere a la transferencia
reversible del farmaco desde un lugar a otro dentro del cuerpo, lo que ocurre en grado y
proporcion variables (Rowland y Tozer, 1995). Existen varios factores que determinan el patrén
de distribucion de un farmaco, como el depdsito del mismo en un tejido por la sangre, la

capacidad para atravesar membranas y el grado de particion en tejido graso.

Al igual que la absorcion, la distribucion puede estar limitada por la perfusion o por la
permeabilidad. La perfusion limitada ocurre cuando las membranas del tejido no presentan
obstaculo para la distribucion del farmaco o de particulas pequefas, por lo que este proceso
depende directamente del flujo sanguineo. La permeabilidad limitada depende de la estructura del
farmaco, si es hidrofobico se disolvera en la membrana lipidica del tejido y permeara facilmente;

si es hidrofilico sera menos permeable y utilizara canales acuosos para ingresar a la célula.

El grado de distribucion se define mediante el volumen aparente de distribucion (Vd) que
se refiere a un volumen hipotético de fluido en que el farmaco puede diseminarse. El volumen de

distribucion puede variar debido a factores como la union a tejidos y a proteinas plasmaticas.




La union a proteinas plasmaticas es el factor mas importante, y es una funcién del grado
de afinidad de la proteina por el farmaco. Esta caracterizada por la constante de asociacion (Ka).
Debido a que el nimero de sitios de union de una proteina es limitado, la unién también depende

de la concentracion molar tanto de la proteina como del farmaco.

1.4 Eliminacion.

El proceso de la eliminacién ocurre por excrecion y metabolismo. La excrecion se da

principalmente por via renal, mientras que el metabolismo ocurre en gran medida en el higado.

El metabolismo es un mecanismo para eliminar con mayor facilidad del cuerpo
compuestos y farmacos, y para producir compuestos activos a partir de profarmacos. Las
reacciones del metabolismo se dan en dos fases dependiendo del tipo de reaccioén: fase I
reacciones de oxidacion, reduccion e hidrolisis, y fase II reacciones de conjugacion. Las
principales enzimas responsables de la oxidacion y reduccion de farmacos pertenecen a la familia
del citocromo P450. La capacidad metabolica puede modificarse al menos por tres parametros
principales: el flujo sanguineo, que participa en el transporte del farmaco al o6rgano; el grado de
union a proteinas expresado como la fraccion libre del farmaco en la sangre, y que influye en la
disposicion del farmaco a las enzimas metabolicas; y la capacidad intrinseca de las enzimas

hepéticas para metabolizar el farmaco (Rowland y Tozer, 1995).

Un parametro importante que permite evaluar la capacidad de un 6rgano para eliminar un

farmaco es la depuracion (Cl), y se define como el factor de proporcionalidad que relaciona el




grado de eliminacién de un farmaco con su concentracién plasmatica. La depuracion total de un
farmaco es igual a la suma de la depuracién en cada uno de los érganos involucrados. El indice

de extraccion (E) indica la proporcion de farmaco que es eliminado del 6rgano.

La eliminacion de farmacos a partir de los rifiones se lleva a cabo por 3 mecanismos:
filtracion glomerular, secrecion tubular y reabsorcion. Para tener acceso al proceso de filtracion
el farmaco debe estar en forma libre (no unido a proteinas) y tener un peso molecular pequefio

(menor a 20,000 g/mol); la liposolubilidad y el pH no influyen en el paso del farmaco al filtrado

glomerular.

La secrecion ocurre en el tibulo proximal por dos mecanismos de transporte activo, uno
para aniones y otro para cationes; estos dos mecanismos tienen una baja especificidad y pueden
transportar muchos compuestos por lo que puede establecerse un fenémeno de competencia. El
porcentaje de secrecion de un compuesto depende de la concentracion del farmaco libre (no

unido a proteinas) siendo directamente proporcional a la misma.

El fenémeno de reabsorcion depende de las propiedades del farmaco como su polaridad,
estado de ionizacion y peso molecular, asi como del flujo y pH urinario. Conforme un farmaco se
mueve en los tibulos, su concentracion aumenta hasta exceder la del espacio perivascular; si el
farmaco no esta cargado difunde fuera del lumen de la nefrona. El flujo urinario puede tener un
efecto importante en la depuracion renal solo si el farmaco es reabsorbido en su mayoria; asi
mismo la depuracion renal es directamente proporcional a la cantidad de farmaco libre (fu)

siempre y cuando el flujo urinario sea constante.




La depuracién también se relaciona con la vida media (t;2) de un farmaco, que se define
como el tiempo que tarda en eliminarse el 50% de la dosis del farmaco administrado. La vida
media se relaciona de forma inversa con la depuracién y de forma directa con el volumen de

distribucion:

0.693 \id
Cl total

t12 =

Si el volumen de distribucion aumenta la vida media se hace mas larga; un volumen muy
grande indica que el farmaco esta fuera del compartimiento plasmatico y que no se encuentra

disponible para su excrecion renal.

La vida media de un farmaco puede verse modificada por diversos factores. La
disminucién en el indice de extraccion por alguna patologia renal, una falla cardiaca, un shock
cardiogénico, hemorragias, la disminucion del metabolismo por inhibiciéon de un farmaco co-
administrado, asi como el desplazamiento del farmaco de su sitio de union con las proteinas por
otro farmaco son todas causas de un aumento en la vida media, por lo que en la practica clinica se

hace necesario un ajuste en el esquema de dosificacion (Harvey R. y cols., 1992).




2. LESION EN MEDULA ESPINAL.

Un estado patologico donde se han documentado alteraciones en la farmacocinética,
incluyendo la biodisponibilidad, es la lesion en médula espinal (Segal JL., Pathak M., 2001).
Aunque se han investigado las variaciones con algunos farmacos a nivel clinico y preclinico, atin
no se comprende totalmente el mecanismo de accidén involucrado en las alteraciones de la

absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacién después de este tipo de lesiones.

Las lesiones en médula espinal son un problema multimillonario en los Estados Unidos y
alrededor del mundo. Se considera como una enfermedad catastréfica debido a la alta mortandad

e impacto econdmico que conlleva (Green B. y cols., 1987).

En Meéxico se ha reportado una incidencia de 12 personas por millén para 1990, datos
correspondientes al Distrito Federal (Ibarra LG. y cols., 1990); en los Estados Unidos varia de
acuerdo a la fuente, sin embargo de acuerdo a datos emitidos en Mayo del 2001 la mayoria de las
lesiones son resultado de accidentes vehiculares (38.5%), seguidos de actos de violencia (24.5%),
caidas (21.9%), actividades deportivas (7.2%) y otras causas (7.9%) (Spinal Cord Injury, Facts
and Figures at a Glance Mayo, 2001). El nimero de personas en los Estados Unidos con lesion en
la médula espinal esta entre 721 y 906 por millon de habitantes, de ellas el 55% corresponde a
personas con edades entre los 16 y 30 afos y el 81.65% son varones. Estos datos indican las
graves repercusiones economicas que conlleva una lesion en médula espinal ya que las personas
involucradas se encuentran en plena edad productiva. Asi mismo, el costo de los servicios de

salud proporcionados a estos pacientes son muy altos:
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Tabla 1. Costos de los servicios de salud después de una lesiéon en médula espinal.

Severidad de la lesion Gasto Promedio Anual en ddlares americanos (afio 2000)
Primer Aflo Afios Subsecuentes
Tetraplejia Alta (C1-C4) $ 572,178 $ 102,491
Tetraplejia Baja (C5-C8) $ 369,488 $ 41,983
Paraplejia $ 209,074 $21,274

La expectativa de vida para estos pacientes varia de acuerdo a su edad, aunque hay que
considerar que el riesgo de muerte es mayor durante el primer afio de vida después de la lesion,

disminuyendo significativamente después de este periodo (Stover S. y cols., 1987).

Después de una lesion en médula espinal, se presenta un amplio espectro de alteraciones
neurologicas, que van desde sintomas transitorios hasta efectos permanentes como paraplejia o

tetraplejia, disfunciones autonomicas y pérdida sensorial (Ditunno J. y cols., 1994).

La parte del sistema nervioso que regula las funciones viscerales del cuerpo se denomina
sistema nervioso autonomo (SNA), y contribuye a la regulacion de la tension arterial, motilidad y
secrecion digestivas, vaciamiento de la vejiga, sudoracion y temperatura corporal entre otras

(Guyton y Hall, 1998). Los centros que se localizan en la médula espinal, tallo encefélico e
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hipotilamo activan al SNA. Las principales subdivisiones del sistema nervioso auténomo son: el

sistema nervioso simpatico (SNS) y el sistema nervioso parasimpéatico (SNP) (Figuras la y 1b).
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Figura la. Diagrama de la division parasimpatica del sistema nervioso auténomo.
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Figura 1b. Diagrama de la division simpatica del sistema nervioso auténomo.

Los nervios simpaticos se originan entre los segmentos T1 y L2 de la médula espinal y
desde alli pasan primero a la cadena simpatica y después a los tejidos y organos que son
inervados por ellos. Las fibras parasimpaticas salen del sistema nervioso central a través de los

pares craneales III, VII, IX, X y segundo y tercer nervios sacros. Cerca del 75% de todas las
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fibras nerviosas parasimpaticas se encuentran en el nervio vago (X par craneal) y pasan a toda la

region toracica y abdominal del cuerpo.

El nervio vago aporta ramas parasimpaticas al corazon, pulmones, eséfago, estdmago,
todo el intestino delgado, mitad proximal del colon, higado, vesicula biliar, pancreas y porciones
superiores de los uréteres. Las fibras del tercer par craneal se dirigen hacia los esfinteres
pupilares y musculos ciliares oculares; las fibras del séptimo par craneal llegan a las glandulas
lagrimales, nasales y submaxilares; las del noveno par craneal pasan a la glandula parétida. Las
fibras parasimpdticas sacras abandonan el plexo sacro a cada lado de la médula siguiendo los
nervios sacros Il y III y se distribuyen en el colon descendente, recto, vejiga y porcion baja de los

uréteres, asi como los genitales externos para producir la ereccion durante la excitacion sexual

(Guyton y Hall, 1998).

Una lesion en cualquier nivel de la médula espinal afectara al sistema nervioso autonomo
y por consiguiente las funciones que lleven a cabo los 6rganos que se encuentren inervados por

cualquiera de sus subdivisiones.

Asi, una lesion en médula espinal causa efectos locales y sistémicos. Los efectos locales
incluyen necrosis hemorragica de la médula, especialmente en la materia gris. Subsecuentemente
puede extenderse una isquemia post-traumatica e infarto a través de toda la seccion de la médula
(Tator Ch., Fehlings M., 1991). Asi mismo, ocurren cambios quimicos y celulares entre los que
se incluyen la hidrolisis enzimatica de lipidos lo que provoca una produccion de eicosanoides,

peroxidacion lipidica. pérdida de calcio del espacio extracelular y aumento del mismo en el




espacio intracelular, acumulaciéon de potasio en el espacio extracelular, aumento de sodio en
tejidos y disminucion de magnesio, etc. (Lemke M., Faden A., 1990; Amar P., Levy M., 1999;

Claus-Walker J., Halstead L., 1982).

Los efectos sistémicos, especialmente a nivel de la region cervical, causan hipotension
debido no solo a la interrupcion de la fibras simpéticas, sino también debido a una disfuncion
directa del miocardio (Guha A. y cols., 1989). Puede haber inestabilidad hemodinamica y
disritmia cardiaca que influyen en la disposicion del farmaco, particularmente en lesiones agudas,

cervicales y toracicas altas.

Una lesion en médula espinal que resulte en paraplejia o tetraplejia causa atrofia muscular
asi como atrofia en los vasos sanguineos de las extremidades dando lugar a una disminucion en el
volumen vascular, lo que puede estar relacionado con la disminucion del volumen sanguineo total
(Houtman S. y cols., 2000). Esto puede jugar un papel importante en la alteracion de la

regulacion de la circulacion en estos pacientes.

Asi mismo ocurren cambios en los fluidos de los compartimentos del cuerpo provocando
cambios en la distribucion del farmaco (Cardus D., McTaggart W., 1984). Después de una LTME
el cuerpo sufre cambios importantes tanto funcional como estructuralmente, uno de estos cambios
es la redistribucion del agua corporal total. Se ha observado que en pacientes parapléjicos y
tetrapléjicos la cantidad de agua corporal total es menor comparado con individuos normales. La
cantidad de agua extracelular en sujetos sanos es mayor en términos absolutos, pero menor

cuando se relaciona con el peso corporal si se compara con individuos parapléjicos y
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tetrapléjicos. Después de una LTME probablemente hay una pérdida en el agua corporal total que
acompana a la pérdida de peso observado en los primeros 3 a 4 meses después de la lesion. Esta
disminucién en el agua corporal total puede deberse a las alteraciones en el metabolismo,
especificamente en el equilibrio electrolitico del potasio. Ya que la mayoria del potasio es
intracelular es posible que la pérdida de éste se deba a una disminucion en el nimero de células o
a una disminucion en el potasio intracelular. La pérdida de células dard lugar a una menor

cantidad de agua corporal total que puede acompaiiar la pérdida de masa corporal total.

Asi mismo, puede haber una alteracion en la funcion de membranas provocando que las

células musculares permitan que una cantidad anormal de electrolitos se acumulen en el espacio

extracelular.

Después de una lesion en médula espinal se presenta una elevacion en los niveles
extracelulares de amino acidos como la taurina, treonina, alanina, glutamina, GABA y serina
aunque esta elevacion no parece tener efectos toxicos. Sin embargo también hay elevacion en los
niveles de glutamato y aspartato, lo que puede provocar efectos toxicos en el sistema nervioso
central (Panter S. y cols., 1990). In vitro estos aminoacidos han mostrado ser capaces de
exacerbar 2 procesos diferentes de lesion celular: parecen mediar cambios en los iones que
causan edema celular; las excitotoxinas promueven incremento del calcio intracelular que puede
provocar dafios en las membranas, activar la proteolisis, y causar un enlace cruzado irreversible

de proteinas dando lugar a la muerte celular.
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Otros problemas que se presentan son las infecciones provocadas por escaras en los
lugares sometidos a constante presion. ya que la pérdida de sensibilidad al dolor v las diferencias
en el flujo sanguineo en los miembros paralizados son factores que pueden dar lugar a estas
infecciones secundarias sin que el paciente se de cuenta de ello. Asi mismo, durante las fases
aguda y cronica después de la lesion frecuentemente se presenta compromiso ventilatorio y falla

respiratoria (Segal JL., Brunnemann S., 1989).

La desnutricion es otro problema detectado comunmente en pacientes con lesion en
médula espinal. Se observa un estado catabdlico caracterizado por un balance negativo de
nitrogeno que persiste por varias semanas después de la lesion aguda, y un estado general de
desnutricion de etiologia desconocida durante la fase crénica (Laven G. y cols., 1989). La
composicion corporal se altera al incrementarse la grasa corporal. Existe anemia e
hipoalbuminemia de origen desconocido (Wall B. y cols., 1999; Huang C. y cols., 1990); la

hipoalbuminemia puede contribuir a cambios en la distribucién de farmacos.

Se ha observado que una posicion erguida en pacientes tetrapléjicos esta asociada con una
disminucion en el retorno venoso y con un aumento en el gasto cardiaco, lo que contribuye a la
caida en la presion sanguinea (Wall B. y cols., 1993). Esto es de gran importancia para farmacos
que se administran por via intramuscular, ya que al haber una hipotension los musculos se
encuentran poco irrigados, provocando que la biodisponibilidad del farmaco disminuya, lo que de
hecho ocurre con la gentamicina donde se observa una disminucion en la absorcion del farmaco
en musculos paralizados en comparacion con musculos sanos atn estando en reposo (Segal JL. y

cols., 1986a, 1988).
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Durante los primeros afios después de la lesion se presentan una serie de problemas
asociados como infecciones del tracto urinario, espasticidad. fiebre y escalofrios. contracturas.
neumonia, funcién renal anormal, infecciones de heridas ocasionadas por cirugia, problemas
gastrointestinales, entre otros (Dittuno J., Formal Ch., 1994), por lo que los pacientes son
sometidos a la administracion de gran variedad de fiarmacos como los antibiéticos

aminoglucosidos, estimulantes del sistema nervioso central, analgésicos, antiinflamatorios, etc.

Por lo general estos farmacos son administrados a los pacientes sin tomar en cuenta los
cambios fisiologicos presentes y que pueden estar relacionados con las alteraciones observadas

en los procesos farmacocinéticos de absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion.

La absorcion de un farmaco puede verse alterada por varios factores que han sido
estudiados ampliamente, como la influencia del alimento, la edad y patologias diversas, sin
embargo existe muy poca informacion relacionada con cambios en la biodisponibilidad cuando
hay una lesion en médula espinal. Se ha reportado una disminucion en la biodisponibilidad en
pacientes con lesion en médula espinal comparados con individuos normales para farmacos como
teofilina (Segal JL. y cols. 1986b), paracetamol (Segal JL., Brunnemann S., 1989) y gentamicina

(Segal JL. y cols., 1986a, 1988).

Asi mismo se han observado alteraciones farmacocinéticas en modelos animales
sometidos a una LTME, particularmente disminucion en la absorcion, para farmacos
administrados por via oral como el paracetamol (Garcia-Lopez

P. y cols., 1995a, 1996, 1997) y la ciclosporina A (Ibarra A. y cols., 1996).
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Por otro lado se han reportado alteraciones gastrointestinales como el retardo en el
vaciamiento gastrico en pacientes con lesion en médula espinal (Stone J. y cols.. 1990: Segal JL.
y cols., 1987; Rajendran S. y cols., 1992; Nino-Murcia M., Friedland G., 1992) lo que puede
estar relacionado con la disminucion en la absorcion de un farmaco, o con la disminucién en la
velocidad de absorcion (Halstead L. y cols, 1985). Debido a que la absorcion de la mayoria de los
farmacos administrados por via oral ocurre mas rapida y completamente en el intestino delgado
que en el estomago, la velocidad del vaciamiento gastrico probablemente influye sobre la

biodisponibilidad absoluta del farmaco.

3. MODELOS ANIMALES DE LESION TRAUMATICA EN MEDULA ESPINAL

Los modelos animales han sido ampliamente utilizados en el estudio de la fisiopatologia
asi como en el desarrollo de estrategias de tratamiento para lesiones del sistema nervioso central
(Amar P., Levy M., 1999). El registro histopatolégico de la médula espinal traumatizada obtenido
de casos humanos no da una informacién muy exacta del grado del trauma inducido en el
momento de la lesion, la naturaleza y el grado de varias reacciones patoldgicas que siguen al
trauma, y de su contribucion en la exacerbacion del trauma original (Das G., 1989). Esta
informacioén es importante en el establecimiento de posibles medidas terapéuticas y el tiempo
Optimo en que éstas deben ser administradas. Asi mismo, es dificil llevar a cabo estudios en
pacientes debido a la variabilidad interindividual en cuanto a la localizacién y extension del dafio
en la médula espinal (Garcia-Lopez P. y cols.. 1996). Con el fin de obtener un mayor
entendimiento de las reacciones histopatologicas se han desarrollado varios modelos

experimentales de trauma en la médula espinal. Estos modelos se han utilizado para inducir
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paraplejia en condiciones de laboratorio con el objetivo de reproducir la condicion humana de un

trauma en médula espinal y desarrollar algunas medidas terapéuticas para tratar la paraplejia.

Los modelos mas utilizados han sido el de seccién de médula espinal, lesiones hechas con
un bisturi en plano transversal que resultan en una seccion bilateral completa de la médula espinal
lo que da lugar a una paraplejia; el modelo de compresién que consiste en presionar por ambos

lados a la médula espinal, y el modelo de contusion (Das G., 1989).

El modelo de contusion fue desarrollado por Allen en 1911 con el objetivo de inducir un
trauma por contusion de forma cuantitativa sin lesionar directamente los axones de la materia
blanca o de la materia gris (Allen A.. 1911). Los efectos del trauma primario directo después de
la contusién parecen diseminarse en forma de gradiente tanto en direccion dorso-ventral como
proximo-distal. En este modelo las condiciones patologicas secundarias que siguen al trauma
primario son la causa principal de la paraplejia, y pueden ser controladas adecuadamente por
medios quirdrgicos. Se asume que la fuerza del impacto y la intensidad del trauma estan

correlacionados (Das G., 1989).

Este modelo de contusion ha sido modificado por diversos investigadores, y ha sido
validado comparandolo con resultados de parametros funcionales, electrofisiolégicos y

morfoldgicos entre ratas y humanos (Metz GA, 2000).

El uso de modelos animales ha permitido estudiar con mayor profundidad la

fisiopatologia presente después de una lesion en médula espinal y los cambios en la cinética de
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algunos de los farmacos mas utilizados en el tratamiento de este padecimiento. Por lo general los
estudios de farmacocinética son llevados a cabo en ratas macho para evitar la influencia de los
ciclos estrales, sin embargo las diferencias ligadas al sexo como el balance hormonal y la
actividad de ciertas enzimas no parecen ser significativas. De hecho el uso de hembras en
estudios de lesion en médula espinal presenta ventajas ya que durante los primero dias después de
la lesion se presenta una distension excesiva de la vejiga y pérdida de emision voluntaria lo que
hace necesario el manejo manual de ésta. En hembras la longitud de la uretra es menor por lo que
su manipulaciéon es mas facil que en machos y las complicaciones que se presentan en los
genitales externos son menos frecuentes (Garcia-Lopez y cols., 1995a, 1995b). En un estudio
reportado anteriormente, realizado en ratas hembras y machos sometidas a una LTME, se
demostr6 que no existe diferencia estadisticamente significativa en los parametros
farmacocinéticos del acetaminofén entre los grupos (Garcia-Lopez y cols., 1996). De acuerdo a

estos resultados y a las ventajas que representa el utilizar ratas hembras se decidi6 realizar los

experimentos en hembras.

4. FARMACOS CUYA FARMACOCINETICA SE ENCUENTRA ALTERADA
DESPUES DE UNA LESION EN MEDULA ESPINAL
Se han encontrado alteraciones en la farmacocinética de algunos farmacos después de una
lesion en médula espinal como es el caso de gentamicina administrada por via intramuscular
(Segal JL. y cols., 1988) cuyos valores de concentracion sanguinea fueron menores a los
reportados en individuos normales, observandose una absorcion retardada, asi mismo se reportd

un aumento en el volumen de distribucion del 30-50% en pacientes con lesion cronica. En el caso
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de otro antibidtico. la amikacina. el volumen de distribucion también se encuentra elevado en un
20% en pacientes con lesion de médula espinal en comparacion con individuos normales (Segal

JL. y cols., 1989).

En estudios realizados en ratas sometidas a una lesion aguda, la biodisponibilidad del
acetaminofén disminuyé en un 50% en comparacion a lo reportado en los grupos controles
(Garcia-Lépez P. y cols., 1995a, 1997). Asi mismo, en un estudio realizado con aspirina por
Fuentes-Lara y cols. (1999) se observd una disminucion en el grado de absorcién del farmaco, la

cual no fue estadisticamente significativa.

Por otro lado, la biodisponibilidad oral de la ciclosporina disminuye en ratas sometidas a
una LTME, contrario a lo que sucede cuando se administra por via intraperitoneal observandose
un aumento pronunciado de este parametro debido posiblemente a una disminucion en el flujo

sanguineo hepético que a su vez disminuye la depuracion (Ibarra A. y cols., 1996).

El metabolismo y la eliminacién podrian también estar alterados después de una LTME,
ya que en estudios llevados a cabo en pacientes a los que se les administré lorazepam por via
intravenosa se observa una disminucion en la velocidad de eliminacién (Segal JL. y cols., 1991).
En el caso de la fenacetina, un farmaco que se metaboliza en un alto porcentaje y se considera
dependiente del flujo sanguineo, su depuracion disminuye en un modelo animal sometido a

LTME (Garcia-Lopez P. y cols., 1999).
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5. DICLOFENAC s()mco.-

Como se ha indicado anteriormente, los pacientes que presentan una lesion de médula
espinal son sometidos a una farmacoterapia extensa. Entre los farmacos mas utilizados se
encuentran antiinflamatorios no esteroidales que son administrados desde las primeras horas
después de la lesion y por lo general durante toda la vida del paciente. Entre estos farmacos se
encuentra el diclofenac sédico que es un agente antiinflamatorio no esteroideo que puede ser

administrado por via oral, intramuscular e intravenosa.

Se trata de un acido débil con un pKa de 4, con un peso molecular de 318.14, sin olor, de
apariencia blanca cristalina, ligeramente higroscépico (Adeyeye C., Li P., 1990).
Estructuralmente es la sal de sodio del 4acido O[(2,6-dicloro-fenil)amino] fenil acético (Fig.2).
Existen tres metabolitos identificados en la rata: 4’-hidroxi-diclofenac, 5-hidroxi-diclofenac y el

4’,5-hidroxi-diclofenac (John V., 1979).

La concentracion maxima en plasma se alcanza aproximadamente a las 1 - 2 horas
después de una administracion oral en humanos. Las concentraciones plasmaticas son
directamente proporcionales a la dosis en el rango de 1 — 10 mg/kg en ratas y en el rango de 25 —
150 mg en el humano (Davies NM., Anderson K., 1997). Debido a que aproximadamente la
mitad de la dosis de diclofenac se metaboliza por el efecto de primer paso en el higado (Tsuchiya
T. y cols., 1980; Fukuyama T. y cols., 1994), el area bajo la curva tras la administraciéon oral o
rectal es aproximadamente la mitad de la obtenida tras una dosis parenteral equivalente. Su vida

media en plasma es de 1 — 2 horas.
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5.1 Farmacocinética

En animales son pocos los estudios donde se ha caracterizado la farmacocinética del
diclofenac. En estudios realizados en perros con el conducto biliar canulado se ha reportado una
Cmax de 112 pg/ml y una t;, de eliminacion de 1.3 hrs después de la administracion de 25 mg/kg

por via intravenosa (Tsuchiya T. y cols., 1980). Peris-Ribera y cols. (1991) realizaron estudios en
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ratas y solo reportaron el area bajo la curva (ABC (.. ) de 234 pg-min/ml después de una dosis

oral de 1.25 mg/kg.

El diclofenac muestra un alto grado de unién a proteinas séricas que varia entre 99.5% y
99.7%, donde aproximadamente el 98% corresponde a la union con la albimina sérica, el 1.55%
corresponde a lipoproteinas séricas (HDL, LDL, VLDL) y el 0.45 — 0.3% al farmaco libre

(Chamouard JM. y cols., 1985; Chan K. y cols., 1987). Presenta un volumen de distribucién de

0.12-0.17 l/kg.

El aclaramiento sistémico total del diclofenac en el plasma es de 263 + 56 ml/min. La vida

media de la fase terminal en el plasma se eleva a 1-2 horas.

El diclofenac pasa al liquido sinovial donde se han medido las concentraciones maximas
después de 2-4 horas de haberse alcanzado los niveles maximos en el plasma. La vida media
aparente para la eliminacion desde el liquido sinovial es de 3-6 horas. Dos horas después de
alcanzarse los niveles plasmaticos maximos las concentraciones de sustancia activa en el liquido
sinovial son mas altas que en el plasma y siguen siendo superiores hasta por 12 horas (Fowler P.
y cols., 1983). En pacientes con artritis se ha observado que existe mayor concentraciéon de

diclofenac libre en el liquido sinovial que en el plasma (Fowler P. y cols., 1986).

La biotransformacién del diclofenac se efectia en parte por glucuronidacién de la
molécula intacta, pero ante todo por hidroxilacién simple y multiple que produce varios

metabolitos fenolicos: 3’-hidroxi-, 4’-hidroxi-, 5’-hidroxi-, 4’ ,5-dihidroxi-, y 3’-hidroxi-4’-
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metoxidiclofenaco. Estos son convertidos en gran parte en conjugados glucuronidos (Kumar S..
2002). Trabajos realizados con microsomas de higado humano indican que en la via oxidativa

esta participando el citocromo P-450 CYP2C (Leeman T. y cols., 1993).

Alrededor del 60% de la dosis administrada se excreta en la orina en forma de metabolitos
procedentes de uno de estos procesos, menos del 1% se excreta como sustancia inalterada. El
resto de la dosis se elimina en forma de metabolitos por la bilis en las heces, ya que el diclofenac

esta sujeto al ciclo enterohepético (Hardman J., Limbird L., 2003).

5.2 Farmacodinamia

El diclofenac, en modelos animales de inflamacién aguda y crénica, es mas activo como
antiinflamatorio que la fenilbutazona y es comparable en potencia a la indometacina teniendo
ademas un indice terapéutico més grande que estos farmacos. Ademas de sus propiedades
antiinflamatorias, en modelos preclinicos exhibe actividad antinociceptiva y antipirética. Se ha
demostrado que los metabolitos del diclofenac tienen poco o nada de actividad antiinflamatoria y
antinociceptiva (Adeyeye C., Li P., 1990). Ademads, se ha probado que la administracion local de

diclofenac produce ambos efectos de manera dependiente de la concentracion.

5.3 Mecanismo de accion del diclofenac.

Como otros agentes antiinflamatorios, el diclofenac inhibe la sintesis de prostaglandinas
tanto in vitro como in vivo de una manera competitiva, explicando gran parte de su actividad
farmacolégica (Ku E. y cols., 1986; Cantor T., 1986). También se ha reportado que este farmaco

disminuye la produccion de leucotrienos y c€lulas sinoviales, de manera independiente de su
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accion inhibitoria sobre la ciclo-oxigenasa. estimulando la reincorporacion de acido araquidonico

hacia los triglicéridos.

5.4 Estabilidad.
La estabilidad del diclofenac sédico en fluidos biolégicos ha sido evaluada previamente
(El-Sayed Y. y cols., 1988), se ha determinado que el diclofenac puede ser congelado por al

menos dos semanas sin degradarse (Adeyeye C., Li P., 1990).
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JUSTIFICACION

Inmediatamente después de una lesion en médula espinal los pacientes son sometidos a
politerapias que involucran diferentes tipos de farmacos, como antibidticos, analgésicos,
antiinflamatorios, entre otros, y que son administrados sin tener en cuenta los cambios

fisiolégicos presentes. La politerapia a la que son sometidos estos pacientes permanece durante

el resto de sus vidas.

A pesar de estos antecedentes existen pocos estudios cuyos resultados permitan
caracterizar completamente la fisiopatologia existente después de la lesion, tanto en su fase aguda
como crénica. y que ayuden a establecer los cambios que se presenten en la disposicién de

farmacos o en sus efectos terapéuticos.

En consecuencia, los medicamentos administrados durante estos periodos en dosis fijas
pueden presentar perfiles farmacocinéticos y famacodinamicos alterados lo que contribuye a una
serie de problemas que tiene que enfrentar el médico para poder tomar una decision apropiada en

el momento oportuno.

Es por ello que es necesario llevar a cabo estudios que permitan caracterizar el
comportamiento de los farmacos que se prescriben con mas frecuencia en pacientes con una
lesion medular aguda, ya que es en esta fase donde se determinan las posibilidades de sobrevivir
y la calidad de vida que tendra el paciente una vez estabilizado. Es necesario realizar este tipo de
estudios primero en modelos animales que permitan una caracterizacion inicial del

comportamiento cinético de los farmacos, para posteriormente utilizar los datos obtenidos como

base para un estudio clinico.

30



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La lesion traumatica aguda de médula espinal provoca cambios en la biodisponibilidad absoluta y

la farmacocinética del diclofenac sodico administrado por diferentes vias.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los cambios en la biodisponibilidad absoluta del diclofenac sddico después de una

lesion traumatica aguda de médula espinal por contusion en ratas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar la biodisponibilidad absoluta del diclofenac sodico de dos administraciones
extravasculares (oral e intramuscular) después de una lesion traumatica aguda de la médula

espinal en ratas.
2. Determinar los parametros farmacocinéticos del diclofenac sodico bajo una administracion

intravenosa, oral e intramuscular después de una lesion traumatica aguda de la médula espinal

en ratas.
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MATERIAL Y METODOS
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1. Estudio Experimental.

Se utilizaron ratas Sprague-Dawleyv hembras de 12 a 16 semanas de edad y de 240 a 260

gr. de peso corporal.

El grupo experimental estuvo formado por 18 ratas que fueron sometidas a contusion de la
médula espinal. Se subdividieron en 3 grupos, dependiendo de la via de administracion del
farmaco, cada uno de los cuales recibié una dosis tnica de 10 mg/kg 24 horas después de la
lesion. En el grupo A la administracion fue por via intravenosa, en el grupo B por via oral y el
grupo C por via intramuscular. El grupo control estuvo formado por 18 ratas divididas en 3

grupos que fueron sometidas unicamente a laminectomias.

Tabla 2. Diseflo experimental del trabajo.

Grupos Experimentales Grupos Control
Via de Administracion

(contusion) (laminectomia)

Grupo A (n=6) Grupo 1 (n=6)

Intravenosa
Grupo B (n = 6) Grupo 2 (n =6)
Oral
Grupo C (n=6) Grupo 3 (n=16)
Intramuscular
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2. Métodos de anestesia.

Para procedimientos de lesion medular y laminectomia se aplicéd una dosis intramuscular
en la extremidad posterior izquierda de una mezcla de clorhidrato de ketamina (75 mg/kg) y
xilazina (12.5 mg/kg). Para la canulacion de la arteria caudal las ratas se anestesiaron con éter

etilico inhalado a demanda.

3. Métodos para laminectomia y contusion de la médula espinal.

Previa asepsia y bajo los efectos de la anestesia, se realizé una incision media sagital en la
piel de la region toracica baja, seguida de la diseccion de los musculos paravertebrales de las
apofisis espinosas, y se separd el periostio de las laminas vertebrales. Posteriormente se
extirparon dos apofisis espinosas (T8 y T9) para poder visualizar las ldminas correspondientes.
Por ultimo se llevé a cabo una laminectomia que permiti6 observar la porcion dorsal de la médula

espinal. Las meninges se mantuvieron intactas durante todo el proceso quirtrgico.

Los animales designados para los grupos experimentales se colocaron en un equipo de
estereotaxia. La contusion de la médula espinal se llevd a cabo con la técnica de Allen
modificada para ratas (Garcia-Lopez P. y cols., 1995a), donde se dej6 caer un cilindro de acero
inoxidable (con un peso de 15 gr, una punta roma de 1.7 mm de diametro y 1 cm de largo) desde

una altura de 10 cm a través de un tubo guia sobre la médula espinal. La intensidad de la lesion

obtenida bajo estas condiciones es de 150 gr- cm.

El sitio de impacto en la médula se comprob6 utilizando un microscopio quirtrgico por
medio del cual se observd un hematoma central a nivel de la zona de contusion. Por ultimo, la

incision quirurgica fue suturada en la fascia muscular y en la piel mediante puntos simples.
. — ]
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4. Criterios de inclusion.
Se incluyeron todas las ratas en las que se comprobd la presencia del hematoma en la zona
central de la médula espinal, después de haber sido sometidas a una contusion; asi mismo

debieron presentar paralisis flacida y completa por debajo del nivel de la lesion.

De los grupos control se incluyeron todas las ratas que presentaron una marcha normal al

recuperarse de la anestesia después del procedimiento quirdrgico (laminectomia).

5. Criterios de exclusion.

Se excluyeron todas las ratas cuyo hematoma fuera lateralizado con respecto a la zona
central de la médula espinal, asi como aquellas que mostraron alguna actividad motora por debajo

del nivel de la lesion una vez recuperadas de la anestesia.

6. Administracion del fairmaco.

Doce horas antes del estudio se suspendio el alimento para evitar que éste interfiriera con

la absorcion del farmaco.

El diclofenac sodico disuelto en solucion salina se administré a una dosis de 10 mg/kg 24
hrs después de la lesion. Para la via intravenosa el farmaco se administré mediante una canula
colocada en la vena yugular de la rata; para la via oral se utilizo una canula orogastrica, y para la
via intramuscular el farmaco se administré mediante una inyeccién en la extremidad posterior

derecha.
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El dia del estudio se llevé a cabo la canulacion en la arteria caudal bajo anestesia ligera
con éter. Se coloco una canula de polietileno numero PE10, cuyo extremo libre se conectd con
otra canula del nimero PE50 que embona en la aguja de una jeringa de insulina. Por medio de
éstas se obtuvieron las muestras sanguineas (100 pl) a los siguientes tiempos: 0, 5, 10, 15, 20, 30,
45, 60 min., 1.5, 2, 4 y 6 horas después de la administracion del farmaco. Después de cada toma

el volumen sanguineo se restituy6 con el mismo volumen de heparina.

Las muestras sanguineas obtenidas se colocaron en tubos eppendorf de 1.5 ml
previamente heparinizados y se congelaron a —20°C hasta su andlisis por cromatografia de

liquidos de alta resolucién con deteccion electroquimica.

7. Extraccion.

La determinacion de diclofenac se llevo a cabo utilizando el método de Torres-Lépez y
cols. (1997). Se colocaron 100 pl de sangre en un tubo eppendorf de 1.5 ml y se adiciond una
cantidad conocida de estandar interno que en este caso fue naproxen sodico. La sangre se
acidificé con 20 pl de un buffer de fosfato monobasico de sodio 0.5M (NaH;POys) con pH de 2.5.
La extraccion se llevo a cabo con 1 ml de acetato de etilo por agitacion en un vortex a la méxima
velocidad durante 1 minuto. Las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 minutos y la
capa organica fue transferida a un tubo cénico de vidrio. La capa organica se evapor6 a sequedad
en un bafio de agua a 50°C bajo una corriente suave de nitrégeno. El extracto seco se

reconstituyd con 50 pl de fase movil (acetato de sodio 0.075M vy acetonitrilo 52:48 v/v). Se

inyectaron 20 pl al sistema cromatografico.
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8. Condiciones Cromatograficas.

Se utilizo un sistema cromatografico que consta de una bomba Waters 510 (Waters
Assoc., Milford, MA, EUA), un inyector Rheodine 7125 (Cotati, CA, EUA) con asa de 20 pl, un
detector electroquimico BAS modelo LC-4B. Se utilizé una columna Waters Micro Pack C-18 de
30 cm de largo, 4 mm de didametro interno y 10 um de tamafio de particula. La fase movil constd
de una mezcla de acetato de sodio 0.075M y acetonitrilo en una proporcion de 52:48 (v/v)
ajustado a un pH de 3.3 con acido acético glacial. El flujo se mantuvo en 1.7 ml/min. Se trabajé
con un voltaje de operacion de + 1.1 volts. Bajo estas condiciones el tiempo de retencion para el

diclofenac y el estandar interno (E.I.) fue de 7 y 4 minutos respectivamente.

9. Calibracion.

El método se calibré afiadiendo cantidades conocidas de diclofenac y del E.I. a muestras
de sangre libres de estos farmacos. Las muestras asi preparadas fueron extraidas utilizando el
método antes mencionado. Las curvas de calibracion se establecieron en un rango de 0.5 a 60
pg/ml de diclofenac. El E.I. se utiliz6 a una concentraciéon de 10 pg/ml. La concentracion de
diclofenac en las muestras de sangre total se calculé determinando la relacion de alturas de picos

de diclofenac y del E.I.
10. Validacién.

Se llevé a cabo la validacion del sistema y del método evaluando la linealidad, precision y

exactitud.
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11. Reactivos.

Las soluciones stock se prepararon disolviendo diclofenac sodico y naproxen sodico en
metanol para obtener una concentracion final de 1 mg/ml. Las soluciones estandar de diclofenac
se prepararon por dilucion del stock en un rango de 0.5 a 60 pg/ml en agua desionizada. La

solucion del estandar interno se fij6 a una concentracion de 10 pg/ml en agua desionizada.
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1. Validacion del sistema

Se llevd a cabo una revalidacion del método descrito por Torres-Lopez v cols. (1997) bajo

las mismas condiciones cromatograficas, unicamente se ajusto el flujo a 1.7 ml/min asi como la

proporcion de la fase movil.

1.1 Linealidad del sistema

En la fig. 3A se muestran los cromatogramas obtenidos de la fase movil sin diclofenac ni
estandar interno (naproxén sodico), en la fig. 3B se muestran los cromatogramas de la fase movil
a la que se le ha afiadido el diclofenac sédico y el naproxén sodico (10 pg/ml) con un tiempo de

retencion de 7 y 4 minutos respectivamente.

Diclofenac

EL
100 nA

8 minutos 8 minutos

Figura 3. Cromatogramas tipicos obtenidos al inyectar el diclofenac sddico y el estandar interno disueltos
en fase movil al sistema cromatografico. (A) Fase movil libre de farmaco, (B) mezcla del diclofenac y el

estandar interno.
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La figura 4 muestra la linealidad del sistema al graficar el cociente de la respuesta
expresada en alturas del diclofenac sodico v del estandar interno (naproxén sodico) en funcion de

la concentracion de diclofenac en el rango de 0.5 a 60 pg/ml. Los resultados promedio se

muestran en la tabla 1.

y = 0.2864x + 0.0879

r’ =0.9994
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Figura 4. Curva de calibracion para el sistema graficando el cociente de la respuesta expresada
en alturas del diclofenac (D) y del naproxén sddico (E.I.) en funcion de la concentracion de

diclofenac en el rango de 0.5 a 60 ug/ml.

1.2 Precision del sistema

La precision medida por el coeficiente de variacién intraensayo del sistema, se encontrd

dentro de los rangos de aceptacion (£ 2% de C.V.) (Tabla 3).
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Tabla 3. Resultados promedio obtenidos del cociente de la relacion de alturas del diclofenac v el
estandar interno de seis curvas preparadas en el mismo dia. calculando la desviacion estandar v el
coeficiente de variacion (expresado en porcentaje).

Concentracion Relacion de alturas - Ccv
(ng/ml) (Diclofenac/E.L.) (%)

0.5 0.1913 0.002 1.04

2 0.5993 0.006 1.04

10 2.5206 0.031 1.22

30 8.4077 0.100 1.19

60 17.1803 0.197 113

1.3 Exactitud del sistema

Los resultados obtenidos para la reproducibilidad del sistema (Tabla 4) determinada a
través del coeficiente de variacion interensayo, son igualmente aceptables, ya que se encuentran

dentro del rango (< 2% de C.V.), considerado como adecuado para estos ensayos.

Tabla 4. Resultados promedio obtenidos del cociente de la relacion de alturas del diclofenac y el
estandar interno de seis curvas preparadas en dos diferentes dias, calculando la desviacion

estandar y el coeficiente de variacion (expresado en porcentaje).

Concentracion Relacion de alturas - Cv
(pg/ml) (Diclofenac/E.1.) (%)

0.5 0.1904 0.002 1.03

2 0.596 0.007 1.20

10 2.5112 0.028 1.13

30 8.3994 0.100 1.19

60 16.9807 0.1837 1.08
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2. Validacion del método analitico
2.1 Linealidad del método

En la Figura 5, se muestra los cromatogramas tipicos obtenidos al inyectar extractos
sanguineos al sistema cromatografico. La fig. SA corresponde a un extracto sanguineo libre de
farmaco, y la figura 5B corresponde a un extracto sanguineo al que se le adiciond 10 pg/ml de
diclofenac sodico y 10 pg/ml de estandar interno. Los tiempos de retencion de estos compuestos

fueron 7 y 4 minutos, respectivamente.

Diclofenac

EL

8 minutos 8 minutos

Figura 5. Cromatogramas tipicos obtenidos al inyectar extractos sanguineos al sistema
cromatografico. (A) muestra libre de farmaco, (B) mezcla del diclofenac y el estandar interno.
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La figura 6 muestra la linealidad del método al graficar el cociente de la respuesta
expresada en alturas del diclofenac sodico y del estandar interno (naproxén sddico) en funcion de

la concentracion sanguinea de diclofenac en el rango de 0.5 a 60 pg/ml. Los resultados promedio

se muestran en la tabla 4.

y = 0.2500x + 0.1998
r’=0.9981

104

Relacion de alturas (D/E.L.)

0 10 20 30 40 50 60

-l

Diclofenac (png/ml)

Figura 6. Curva de calibracion para el diclofenac obtenida graficando la concentracion sanguinea
del farmaco contra relacion de alturas diclofenac/estandar interno dentro del rango de

concentraciones esperadas.
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2.2 Precision del método

La precision intradia e interdia del método analitico para cuantificar diclofenac en sangre

total de rata (Tabla 5, 6) se encontré dentro del rango aceptado (< 15% de C.V.) al evaluarla por

el coeficiente de variacion del método.

Tabla 5. Resultados promedio obtenidos para la precision intradia del método, al evaluar tres

curvas estandar de diclofenac en sangre total de rata preparadas el mismo dia.

Conc. CVv
Curval Curva 2 Curva 3 Promedio DE

(ng/ml) (%)
0.5 0.1321 0.1383 0.1444 0.1383 0.0062 4.4480
2 0.4592 0.5 0.4632 0.4741 0.0225 4.7435
10 1.9 1.8269 2.0667 1.9312 0.1229 6.3643
30 7.0208 7.0625 7.7471 7.2768 0.4078 5.6045
60 14.5306 15.2174 15.2826 15.0102 0.4166 2.7756

Tabla 6. Resultados obtenidos para la precision interdia del método, al evaluar tres curvas
estandar de diclofenac en sangre total de rata preparadas el mismo dia, por dos dias diferentes.

(:";'::i) Dia 1 Dia 2
c1 | c2 | c3 | c1| c2 | c3 |promedio| DE (C/V)
0.5 |0.1321 | 0.1383 | 0.1444 | 0.1373 | 0.13 | 0.1275 | 0.1349 | 0.0062 | 4.6184
2 04592 | 05 |04632 | 0424504206 | 04412 | 04514 | 0.0295 | 6.5248
10 1.9 | 1.8269 | 2.0667 | 1.619 | 1.7674 | 1.6341 | 1.8023 | 0.1692 | 9.3885
30 | 7.0208 | 7.0625 | 7.7471 | 6.8 | 6.3922 | 59184 | 6.8235 | 0.6253 | 9.1636
60 |14.5306 (152174 |15.2826 | 13.5 |14.0417| 14 | 14.4287 | 0.7152 | 4.9568
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2.3 Exactitud del método

Al determinar la exactitud intradia e interdia del método analitico para cuantificar

diclofenac en sangre total de rata (Tabla 7, 8) se encontré que el porcentaje promedio de recobro

esta por arriba del 85%, considerandose un buen método de extraccion. El CV para todos los

casos fue menor al 15%.

Tabla 7. Resultados obtenidos para la exactitud intradia del método al evaluar tres curvas
estandar de diclofenac en sangre total de rata preparadas el mismo dia.

% % % Promedio
Conc. Cv
Recobro | Recobro | Recobro | Promedio DE Conc. Recup.
(ng/ml) (%)
Cl1 C2 C3 (ng/ml)
0.5 94.6953 99.1398 103.5125 | 99.1159 | 4.4087 | 4.4480 0.4952
2 94.1756 | 102.5431 94.99 97.2382 | 4.6124 | 4.7435 1.9444
10 94.6027 90.9630 102.9028 | 96.1561 | 6.1196 | 6.3643 9.6156
30 100.1969 | 100.7921 | 110.5623 | 103.8504 | 5.8203 | 5.6045 31.1832
60 96.9107 | 101.4913 | 101.9261 | 100.1094 | 2.7786 | 2.7756 60.0652

Tabla 8. Resultados obtenidos para la exactitud interdia del método al evaluar tres curvas
estandar de diclofenac en sangre total de rata preparadas el mismo dia, por dos dias diferentes.

(E;'::i) Dia 1 Dia 2
%Rec. | % Rec. | % Rec. | % Rec. | % Rec. | % Rec. e DE Cv
Cl1 C2 C3 Cl C2 C3 (%)
0.5 | 94.6953 | 99-1398 | 103.5125 | 98 4229 | 93.1900 | 91.3978 | 96.7264 | 4.4672 | 4.6184
2 | 94.1756 | 102.5431 | 94.9959 | 87,0591 | 90.4840 | 90.4840 | 93.2903 | 5.3644 | 5.7503
10 | 94.6027 | 90.9630 | 102.9028 | 80,6195 | 88.0004 | 81.3633 | 89.7419 | 8.4235 | 9.3864
30 |100.1969 | 100.7921 | 110.5623 | 97,0458 | 91.2259 | 84.4641 | 97.3812 | 8.9236 | 9.1636
60 | 96.9107 [101.4913 | 101.9261 | 90,0372 | 93.6500 | 93.3719 | 96.2312 | 4.7700 | 4.9568
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3. Analisis Farmacocinético.'

Se realizaron curvas individuales de concentracion sanguinea-tiempo a partir de las
determinaciones de las concentraciones sanguineas de diclofenac sédico. A partir de estas curvas
se determino el pico de la concentracién maxima alcanzada (Cmax) y el tiempo requerido para
alcanzarla (Tmax). Se determinoé la vida media (t;») a partir del ajuste de una recta de los datos
de la zona final de caida en la grafica semilogaritmica del curso temporal. Se obtuvo el area bajo
la curva al tiempo final (ABC 0- ) mediante el método de los trapezoides, y la velocidad de
absorcion se calculo a partir de la relacion entre Cmax y el ABC (Cmax/ABC). Se determino la
biodisponibilidad absoluta del diclofenac sodico utilizando los datos del ABC de cada uno de los

tipos de administracion comparandolos con los datos de la administracion intravenosa.

Las diferencias en los parametros farmacocinéticos de cada grupo control y su

correspondiente grupo experimental se analizaran utilizando la prueba t-Student para datos no

pareados, considerandose como diferencia estadistica cuando p <0.05.
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3.1 Administracion Oral
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Figura 7. Concentracion de diclofenac después de la administracion oral (10 mg/kg) a ratas sometidas a
una lesion aguda a T8 ( U ) y a ratas control ( m ). Los datos representan la media + ee de 6 animales.

En la figura 7 se muestran los perfiles de la concentracion sanguinea de diclofenac del
grupo control y del lesionado observandose concentraciones similares en ambos grupos.

Tabla 9. Parametros farmacocinéticos del diclofenac después de una administracion oral a ratas
sometidas a una lesion aguda a nivel de T8 y a ratas control. Los datos representan la media + ee de 6
animales.

ABC Cmax Tmax t Cmax/ABC
(ug*hr/ml)  (ug/ml) (hr) (hr) (br ™)

Control 16.79+3.58 5.09+0.89 0.74+028 3.0+0.55 0.36%0.07

Lesion 2636+1036 857+181 021+£003 34+£147 051%0.15

De acuerdo a los resultados indicados en la tabla 8, no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los parametros farmacocinéticos del grupo control y del
grupo lesionado después de la administracion oral de diclofenac, aunque se puede observar una
tendencia al aumento en el ABC, Cmax y Cmax/ABC.
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3.2 Administracion Intramuscular
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Figura 8. Concentracion de diclofenac después de la administracion intramuscular (10 mg/kg) a ratas
sometidas a una lesion aguda a T8 ( 0 ) y a ratas control ( m ). Los datos representan la media + ee de 6
animales.

En la figura 8 se muestran los perfiles de la concentracion sanguinea de diclofenac del
grupo control y del lesionado. Se observa un incremento de las concentraciones del diclofenac en
el grupo sometido a lesion con respecto al grupo control principalmente en la fase de eliminacion.

Tabla 10. Parametros farmacocinéticos del diclofenac después de una administracion intramuscular a
ratas sometidas a una lesion aguda a nivel de T8 y a ratas control. Los datos representan la media + ee de 6
animales.

ABC Cmax Tmax tY: Cmax/ABC
(pg*hr/ml)  (pg/ml) (hr) (hr) (hr )

Control 22.71+3.76 992+1.13 041+0.10 221+0.16 0.46+0.06

Lesion 41.22+6.32* 7.16+0.79 045%+0.10 5.19+0.69* 0.19+0.03*

* Diferencia estadisticamente significativa determinado por la prueba t-Student (p < 0.05).

De acuerdo a los resultados obtenidos para los parametros farmacocinéticos después de
una administracion intramuscular, existe diferencia estadisticamente significativa en el ABC, t1/2
y Cmax/ABC del grupo lesionado con respecto al grupo control.

e ————
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3.3 Administracion Intravenosa
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Figura 9. Concentracion de diclofenac después de la administracion intravenosa (10 mg/kg) a ratas
sometidas a una lesion aguda a T8 ( J ) y a ratas control ( m ). Los datos representan la media + ee de 6
animales.

En la figura 9 se muestran los perfiles de la concentracion sanguinea de diclofenac del
grupo control y del lesionado, observandose concentraciones similares en ambos grupos.

Tabla 11. Parametros farmacocinéticos del diclofenac después de una administracion intravenosa a ratas
sometidas a una lesién aguda a nivel de T8 y a ratas control. Los datos representan la media + ee de 6
animales.

ABC Cp0 t% cl vd
(ug*hr/ml)  (pg/ml) (hr) (mU/h) (ml)

Control 3540+93 27.62+4.79 1.80+0.25 400.82+94.48 865.12+178.12

Lesion 4893 +986 39.29+3.83 2.05+0.20 244.66+41.26 703.95+£135.46

No se observan diferencias estadisticamente significativas en los parametros
farmacocinéticos obtenidos para los grupos control y lesionado después de una administracion
intravenosa. Sin embargo, se puede apreciar una tendencia al aumento en los parametros de ABC,
Cp0, y t /2, y una tendencia a la disminucién en la Cl y Vd.
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3.4 Biodisponibilidad Absoluta

De acuerdo a los resultados de la tabla 11 se observan diferencias estadisticamente
significativas en los grupos control de las vias oral e intramuscular y en el grupo de lesionados de
la via oral con respecto a la via intravenosa (via de referencia). No hay diferencias entre grupos

control y lesionados de ambas vias.

Tabla 12. Biodisponibilidad absoluta (F) para cada via de administracion. Los datos representan la
media + ee de 6 animales.

Via de F
administracion Control Lesion
Oral 0.47 +0.1%* 0.52 £0.17*

Intramuscular 0.64+0.11% 0.84 +0.13

* Diferencia estadisticamente significativa con respecto a la via i.v. (prueba t de Student p <0.05) .

3.5 Comparacion entre vias de administracién

Con el fin de establecer la posible influencia de la via de administracion en los resultados
obtenidos para la biodisponibilidad, se compararon las tres vias utilizadas, encontrandose
diferencias significativas para la Cmax de grupos control y de grupos de ratas lesionadas.

Tabla 13. Comparacién entre vias de administracion. Los datos representan la media + ee de 6 animales.

Via de Control Lesion
administracién Cp0 / Cmax Cp0 / Cmax
Intravenosa 2762 +4. 7% 39.29 +3.83
Oral 5.09 £ 0.89* 8.57£1.81 **
Intramuscular 99241.13*% 716 EO.TO

* Diferencia estadisticamente significativa entre vias de administracién (prueba t de Student p <0.05) .
** Diferencia estadisticamente significativa con respecto a la via intravenosa (prueba t de Student p < 0.05)
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Después de una lesion traumatica en médula espinal (LTME) los pacientes son sometidos
a una serie de tratamientos farmacologicos con el fin de estabilizarlos y tratar de reducir los
procesos secundarios que se siguen después de la lesion primaria. Algunos de los farmacos
utilizados han sido caracterizados en cuanto a los cambios farmacocinéticos que presentan como
es el caso de la gentamicina (Segal JL. y cols., 1986, 1988), lorazepam (Segal JL. y cols., 1991) y
teofilina (Segal JL. y cols., 1986b); otros también han sido caracterizados utilizando modelos
animales como la aspirina (Fuentes-Lara G. y cols., 1999), la ciclosporina A (Ibarra A. y cols.,
1996) y el acetaminofén (Garcia-Lopez P. y cols., 1997). En estos farmacos se han encontrado
alteraciones a nivel de la absorcion, distribucion, metabolismo y excrecioén ocasionados por la

serie de cambios fisiologicos y bioquimicos que se presentan después de una LTME.

En el presente trabajo se evalu6 la biodisponibilidad absoluta del diclofenac sédico en un
modelo animal previamente estandarizado (Garcia-Lopez P. y cols., 1995a). El diclofenac es un
analgésico antiinflamatorio no esteroideo (AINE) utilizado en esta subpoblacion por sus
propiedades farmacoldgicas. Debido a la posibilidad de poder ser administrado por las 3 vias
principales (oral, intramuscular, intravenosa) lo convierten en un modelo ideal para evaluar los

cambios en la biodisponibilidad absoluta después de una LTME.

En este trabajo se utiliz6 un modelo animal experimental de LTME debido a que el
cuadro histopatolégico de la médula espinal traumatizada obtenido de casos humanos, aunque de
gran valor, no da una informacién exacta del grado del trauma inducido durante la lesion, la
naturaleza y el grado de varias reacciones patoldgicas que rodean al trauma y su contribucién a la

exacerbacion del trauma original (Das G., 1989). Esta informacion es importante para establecer
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medidas terapéuticas posibles y el momento optimo en que deben ser administradas. Con el fin de
entender estas reacciones histopatoldgicas es que se han desarrollado algunos modelos animales

de lesion en médula espinal: por contusion, laceracion. seccion completa e incompleta.

El modelo de lesion de médula espinal por contusion tiene relevancia clinica ya que se ha
reportado que simula muchos de los eventos histopatologicos de la lesion observada en humanos
(Falconer J. y cols., 1996; Stokes B., Jakeman LB., 2002), al existir una relacion entre la
aceleracion-fractura-dislocacion de la espina producida por la contusion (Stover S., Fine P., 1987,
Garcia-Lopez P. y cols.,, 1997). Este modelo estd caracterizado por cambios patolégicos
secundarios que incluyen hemorragia, edema e isquemia debido al dafio al sistema vascular; la
fuerza del impacto en la médula espinal puede determinarse, y la intensidad o el grado del trauma
puede ser cuantificado. Asi mismo, la lesion por contusiéon no dafia los axones de la materia
blanca o gris de forma directa (Das G, 1989), las membranas de las meninges no se lesionan,
manteniéndose integras, lo que ayuda a prevenir la penetraciéon de tejido conectivo y fluido
intersticial que por si mismos pueden constituir una fuente importante de reacciones patologicas
en la médula espinal. El modelo asume que las condiciones patolégicas secundarias son la causa
principal de la paraplejia producida en los animales y que pueden ser controladas por medios

quirargicos apropiados.

A continuacién se discutirdan los resultados encontrados para los parametros
farmacocinéticos del diclofenac después de una LTME en cada via de administracidn, asi como

los resultados obtenidos en términos de la biodisponibilidad absoluta para este farmaco.
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Después de la administracion por via oral no se observaron diferencias estadisticamente
significativas para ninguno de los parametros medidos. aunque si se identificaron algunas
tendencias. En el grupo sometido a una LTME el ABC y la Cmax presentaron un ligero aumento
(tabla 9), lo que puede deberse a una posible alteracion a nivel del metabolismo. En condiciones
normales el diclofenac es sujeto al metabolismo de primer paso por lo que a nivel sistémico
unicamente se detecta el 50% del farmaco debido a este fenomeno (Hardman J., Limbird L.,
2003). Asi, si la LTME altera la capacidad metabolizadora del higado entonces la Cmax puede
elevarse, considerando que la cantidad de farmaco circulante sera mayor. De hecho, en un estudio
no publicado de Cruz y cols. se muestra una disminucién en el metabolismo de la fenacetina,
farmaco con un alto indice de extraccion hepatica (caracteristica farmacocinética que indica la
dependencia de la depuracion al flujo sanguineo hepético). El metabolismo de la fenacetina fue
estudiado al medir la cinética de su principal metabolito, el paracetamol. Tomando en cuenta
estos resultados podria esperarse el mismo comportamiento para el diclofenac considerando que
presenta un indice de extraccion hepatica de 0.63 (Tabata K. y cols., 1995), siendo su

metabolismo flujo dependiente.

Considerando una posible alteracion en el flujo sanguineo y en la motilidad
gastrointestinal que se presentan después de una LTME (Seifert G. y cols., 1979; Nino-Murcia
M., Friedland G., 1992), se esperaba un cambio en la velocidad de absorcion medido por el
parametro farmacocinético de Tmax. Sin embargo en este estudio no se observaron diferencias
entre el grupo control y el de lesionados. Esto puede deberse al nivel de la lesion y a la etapa en
la que se evalu6 a los animales, ya que se ha reportado que la magnitud de las alteraciones

gastrointestinales relacionadas con la absorcion del farmaco dependen de estos factores (Cruz L.

¥ cols.i 20023' Garcia-Légz P. y cols.. 199?!.
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Este estudio se llevo a cabo en una etapa aguda de lesion, es decir, la absorcion se evalud
a las 24 hrs. después de la LTME. Asi. es probable que la alteracion del flujo sanguineo sefialada
anteriormente se lleve a cabo en forma gradual conforme transcurre el tiempo después de
producida la lesion, y su influencia en la absorcion sea mas notoria en las fases subagudas y
cronicas (25 — 30 dias después de la lesion) (Guizar-Sahagin G. y cols., 1998). La alteracion en
el flujo sanguineo después de una LTME se ha demostrado en varios estudios realizados en
modelos animales. Seifert y cols. (1979) demostraron en ratas Sprague-Dawley seccionadas a
nivel T8-T9, que en la fase aguda después de la lesion hay una disminucién en el flujo sanguineo
de o6rganos como el rifidon, higado, pulmoén y musculos debido al shock medular, con sintomas
clinicos similares a los observados en un shock hemorréagico, aunque en el caso de una LTME la
causa parece ser debida a una disminucion en el volumen sanguineo circulante y a una reduccion
en la presion sanguinea de cerca del 70% de su valor inicial. Bravo y cols. (2001) observaron en
ratas lesionadas a nivel T5-T6 por el método de contusion, una caida importante en la presion
arterial promedio y en la frecuencia cardiaca durante los primeros 20 minutos. Asi mismo, en un
estudio realizado por Garcia-Lopez y cols. (articulo en preparacion) en el cual se evalua el flujo
sanguineo hepatico microvascular en ratas sometidas a lesion en médula espinal (nivel T8), se
encontrd una disminucion significativa en la velocidad del flujo relacionada con una reduccién en

la velocidad de las células sanguineas mas que con la concentracion.

Referente a la motilidad gastrointestinal, Gondim y cols. (1999) seiialaron un retardo en el
vaciamiento gastrico durante la fase cronica después de una LTME e incluso desde las primeras
horas después de la seccion de médula espinal en ratas. Garcia-Lopez y cols. (1999) reportaron en

un estudio con acetaminofén, cuya absorcion depende del vaciamiento géstrico, que la Tmax de
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animales lesionados (nivel T8. fase aguda) no cambia en comparacion con el grupo control.
indicando que la velocidad de vaciamiento gastrico probablemente no juegue un papel principal
en la absorcion del acetaminofén en lesiones toracicas bajas en la fase aguda; este
comportamiento podria suponerse para el diclofenac, aunque tendria que verificarse en un

modelo de lesion toracica alta o incluso cervical.

Asi mismo, la alteracion en la velocidad de vaciamiento gastrico parece estar relacionada
con la liberacion de o6xido nitrico (Guizar-Sahagin G. y cols., 1996), un neurotransmisor no
adrenérgico, no colinérgico del musculo liso del tracto gastrointestinal donde interactiia como un
relajante con polipéptidos intestinales vasoactivos. Se ha encontrado una concentracion elevada
de NADPH (cofactor de la sintasa del 6xido nitrico) en el plexo mientérico, en las fibras
nerviosas de la capa muscular circular y en el esfinter pilérico de ratas sometidas a una lesion de
médula espinal en comparacién con las muestras de ratas sin lesion, lo que sugiere un aumento en
la produccion de 6xido nitrico que puede estar ocasionando una disminucion en la motilidad

gastrointestinal.

Por otro lado, en la figura 7 se observa un aumento en la concentracién sanguinea del
diclofenac tanto del grupo control como del grupo con lesioén después de aproximadamente 1 hr.
de la administracion del farmaco. Este incremento puede ser debido a la reabsorcion a que es
sometido el diclofenac mediante la recirculacion enterohepética, explicdndose como el tiempo
necesario para su movimiento a través del tracto intestinal como glucurénido y para su

deglucuronidacion.
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Después de la administracion intramuscular se observaron cambios estadisticamente
significativos para varios parametros como el ABC, t1/2. v Cmax/ABC (tabla 10). Esto también
podria estar relacionado con la posible alteracion en el flujo sanguineo que puede provocar una
disminucién en la depuracion y .eliminacién del diclofenac, debido a la variaciéon en el
funcionamiento de 6rganos como el higado y el rifién dando lugar al aumento de casi al doble en
la t1/2 y el ABC en el grupo de ratas lesionadas. Estos datos concuerdan con lo reportado para
lorazepam en humanos (Segal JL. y cols., 1991) y para fenacetina en ratas lesionadas a nivel de
T8 (Garcia-Lopez P. y cols., 1999; Cruz L. y cols., 2002) donde se sefiala precisamente una

disminucion en la depuracion después de una LTME.

El aumento en la Cmax/ABC no se esperaba ya que existen reportes que demuestran una
disminucion en el flujo de los musculos paralizados (Seifert J. y cols., 1979; Segal JL. y cols.,
1986a), arterias femorales mas pequefias y una disminucion en la capacidad venosa en individuos
lesionados comparados con individuos normales (Houtman S. y cols., 2000), lo que indicaria un
retardo en la absorcion del farmaco. El aumento encontrado de este parametro puede estar
relacionado con el incremento en el ABC del grupo lesionado que incide directamente en la
relacién Cmax/ABC y no tanto con un aumento en la absorcion, lo que se confirma al no haber

diferencias significativas entre la Cmax de los grupos.

Es necesario considerar la etapa aguda en que se evalué la absorcion intramuscular, ya
que en el estudio llevado a cabo por Gonzalez-Esparza y cols. (2002) con diclofenac
administrado via intramuscular a ratas lesionadas a nivel T8 y evaluadas en fase crénica, se

demuestra una disminucién en el ABC y Cmax de aproximadamente 30-40% en ratas lesionadas
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con respecto al grupo control. Segal v cols. (1986) evaluaron la absorcién de la gentamicina
administrada intramuscularmente a pacientes tetrapléjicos v parapléjicos en fase cronica.
encontrando una disminucién en la Cmax asi como una disminucion en la velocidad de absorcion
cuando se administrd el farmaco por debajo del nivel de la lesion. Asimismo, Ishikawa y cols.
(1983) observaron un retardo en la absorcién del cefotiam, un antibidtico cefalosporinico,

después de una administracion intramuscular en pacientes con lesién en médula espinal.

Es necesario tomar en cuenta que los resultados reportados por Segal y cols. en humanos
(1986) pueden ser diferentes de los obtenidos en estudios que utilizan modelos animales, ya que
la composicion del musculo es diferente en ambos (Gregory C. y cols., 2003; Dupont-
Versteegden E. y cols., 1998). En modelos animales (ratas) hay mayor proporcién de fibras tipo
IT (95%), también llamadas de contraccion rapida; en los humanos en cambio hay fibras tipo II

(50%) y fibras tipo I o de contraccion lenta (Astrand P., Rodahl K., 1992).

En los resultados obtenidos para la administracion por via intravenosa no se observan
diferencias estadisticamente significativas (tabla 11), aunque si una tendencia al aumento en los
parametros de ABC, Cmax y t1/2 en el grupo de ratas lesionadas lo que puede estar relacionado
con la disminucion en la Cl del diclofenac que se observa como una tendencia en este estudio, y
que podria ser debida a las alteraciones fisiolégicas mencionadas anteriormente presentes

después de la lesion en médula espinal.

En cuanto a la biodisponibilidad absoluta no se observaron diferencias significativas entre

los grupos control y lesionados de cada via de administracion (tabla 12), lo que sugiere que en la
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fase aguda después de una LTME este parametro no se ve alterado. aunque hay datos que indican

la alteracion en el proceso de absorcion.

Por otro lado, se observan diferencias estadisticamente significativas en los grupos control
de las vias oral e intramuscular y en el grupo de lesionados de la via oral, todos con respecto a la
via intravenosa. Para evaluar la posible influencia de la via de administracion en estos resultados
se compararon los parametros ABC, Cmax y t1/2 de las tres vias, encontrandose significancia
estadistica unicamente para la Cmax entre los grupos control de todas las vias y entre los grupos
de lesionados de las vias oral e intramuscular con respecto a la via intravenosa (Tabla 13). Estos
resultados pueden deberse a la diferencia en el proceso de absorcion propio de cada via. Asi, la
variacion de la Cmax después de una administracion oral puede ser debida al metabolismo de
primer paso al que se somete el farmaco, lo que provoca que unicamente el 50% de la dosis

administrada llegue a la circulacion sistémica.

Es necesario tomar en cuenta que la evaluacion se llevo a cabo en la etapa aguda después
de una LTME cuando las alteraciones fisioldgicas y metabdlicas atin no se han definido, y a nivel

toracico bajo donde las variaciones parecen ser menos drasticas que a niveles altos de lesion.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio puede sefialarse que en la etapa
aguda después de una lesion en médula espinal pueden presentarse cambios en algunos
parametros farmacocinéticos. Estos cambios van a depender del farmaco en estudio, de sus

propiedades fisicoquimicas y de la via de administracion utilizada.
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CONCLUSIONES



La biodisponibilidad absoluta oral e intramuscular del diclofenac sodico no se modifica

después de una lesion traumatica aguda de médula espinal en ratas.

La farmacocinética del diclofenac sédico oral no cambia después de una lesién traumatica

aguda de médula espinal en ratas.

La farmacocinética del diclofenac sodico intramuscular se altera después de una lesion
traumatica aguda de médula espinal en ratas. El aumento en ABC y t1/2 sugiere un

posible retardo en la eliminacion del farmaco en el grupo lesionado.

La farmacocinética del diclofenac sédico intravenoso no se altera después de una lesién

traumatica aguda de médula espinal en ratas.

El tiempo transcurrido desde la lesion asi como el nivel de la misma parecen influir en el
grado de las alteraciones bioquimicas y metabdlicas presentes, y por lo tanto en la

farmacocinética del farmaco administrado.

Los cambios en la biodisponibilidad y farmacocinética observadas después de una lesion
traumatica aguda de médula espinal podrian depender del farmaco administrado, sus

propiedades fisicoquimicas y de la via de administracion utilizada.
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