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I. INTRODUCCION

La lesion medular espinal se considera como una de las discapacidades mas tragicas que
afecta principalmente a la poblacion econdmicamente activa, que ha capturado el interés de
diferentes disciplinas cientificas y sociales. Son varios los factores que producen una
Lesion Traumatica de Médula Espinal (LTME) como son los accidentes vehiculares,
lesiones por arma de fuego, accidentes deportivos y caidas de altura, teniendo como
consecuencias la perdida de movimiento y sensibilidad en los miembros superiores y/o
inferiores del cuerpo (tetraplejia, paraplejia), e importantes alteraciones sistémicas y
metabolicas entre las que se encuentra: la disfuncion cardiovascular, renal, endocrino, del
sistema inmune, y gastrointestinal.

Sin embargo no se ha establecido a la LTME como principal factor etioldgico de
alteraciones farmacocinéticas de diversos farmacos en pacientes con este padecimiento, por
lo que la administracion de fa&rmacos se realiza con base a datos de pacientes sin este
traumatismo. En el presente proyecto se presenta en un modelo experimental de lesion
medular con primates no humanos, la farmacocinética del acetaminofén, un farmaco muy
utilizado en este tipo de pacientes, ya que se ha establecido que la farmacocinética de este
farmaco en pacientes con LTME en la etapa crdnica esta alterada pero no existen estudios
clinicos que evidencien esta alteracion en la etapa aguda de la lesion, etapa en la cual un
gran nimero de medicamentos son administrados.

El acetaminofén es un farmaco analgésico y antipirético que se utiliza cuando no es
tolerado el acido acetilsalicilico, se clasifica dentro del grupo de los analgésicos no
esteroideos. Estos impiden muy diversas reacciones como son la inhibicion de la enzima
ciclooxigenasa y la produccion de prostaglandinas, sustancias que inducen el dolor. El
acetaminofén se utiliza para tratar el dolor leve a moderado. Su via de administraciéon mas
comun es la oral, su absorcion varia considerablemente y esta influenciada por la
velocidad de vaciamiento gastrico y por la presencia de comida.

El estudio farmacocinético del acetaminofén se realiz6 en primates no humanos antes de la
lesion, 24 horas, 15 dias y 2 meses después de producir la lesiébn medular, en cuatro
diferentes intensidades, la cuantificacion del farmaco en las muestras plasmaticas fue por
CLAR utilizando un detector de UV a una longitud de onda de 254nm. Los resultados
obtenidos evidencian alteraciones en la velocidad y magnitud de la absorcion del
acetaminofén atribuido a la alteracion en la velocidad de vaciamiento gastrico provocado
por la LTME.
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1. MARCO TEORICO
1. FARMACOCINETICA

La farmacocinética es el proceso que sucede desde la puesta en contacto del farmaco con el
organismo hasta su eliminacion, estudia la absorcion, distribucion, biotransformacion y
eliminacién de los farmacos. Los factores mencionados, junto con la dosis, son los que
rigen la concentracion de un medicamento en sus sitios de accion y la intensidad de sus
efectos en funcion del tiempo.

La absorcion, distribucion, biotransformacién y eliminacién de un farmaco requieren su
paso por las membranas celulares. Por lo tanto, es esencial considerar los mecanismos y
también las propiedades fisicoquimicas de las moléculas y membranas que influyen en
dicho desplazamiento. Entre las caracteristicas importantes de un farmaco destacan su
tamafo y formas moleculares, su solubilidad en el sitio de absorcion, su grado de
ionizacion y la liposolubilidad relativa de sus formas ionizada y no ionizada."?

1.1. Absorcién

El término absorcién denota la rapidez con que un farmaco es transferido de su sitio de
administracion y el grado en que lo hace. Entre los factores que modifican la absorcion
encontramos a la solubilidad y la cantidad del farmaco. Las propiedades fisicoquimicas del
farmaco (pKa, coeficiente de particion), como la fisiologia del sitio de absorcién (area
superficial, flujo sanguineo), son factores importantes que intervienen en la velocidad de
absorcion de un farmaco. Por otra parte la mayoria se absorbe por difusion simple, bajo una
cinética de primer orden. Pero si un farmaco es administrado por via intravenosa el proceso
de absorcion no se realiza, ya que pasa directamente a torrente sanguineo.?*

1.1.1. Absorcién oral de farmacos

Ademas de que la absorcion sistémica depende de las propiedades fisicoquimicas del
farmaco, anatomia y funciones fisioldgicas en el sitio de absorcion, cuando se administra
via oral atraviesa varias secciones del canal entérico incluyendo la cavidad oral, eséfago, y
varias partes del tracto gastrointestinal con un tiempo de transito total de 0.4 a 5 dias que
incluye el vaciamiento gastrico, transito en el intestino delgado y transito colonico. Muchos
farmacos pueden ser absorbidos por difusion pasiva de todas partes del canal alimentario
incluyendo absorcién sublingual, bucal, gastrointestinal y rectal. Para muchos farmacos, el
sitio 6ptimo de absorcion después de la administracion oral es la porcion superior del
intestino delgado o duodeno. La anatomia Unica del duodeno provee una inmensa area
superficial para la difusion pasiva del farmaco. El tiempo de transito del farmaco en el
tracto Gl depende de las propiedades farmacologicas del farmaco, forma farmaceutica, y
varios factores fisiolégicos.*
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1.1.2. Vaciamiento gastrico

El vaciado del estomago durante la digestion depende fundamentalmente del tono del
estomago proximal y del piloro, que estdn bajo control reflejo y hormonal. Las fibras
colinérgicas del nervio vago provocan un aumento del tono del estbmago proximal,
mientras que otras fibras eferentes vagales con ATP y VIP (péptido intestinal vaso activo)
como cotransmisores Y la fibras simpéticas adrenérgicas lo inhiben.

Anatomicamente, el farmaco pasa rapidamente al estomago. Eventualmente, el estbmago
vacia su contenido al intestino delgado. Ya que el duodeno tiene la mayor capacidad de
absorcion de farmacos en el tracto gastrointestinal (GI), un retraso en el tiempo de
vaciamiento gastrico del farmaco al duodeno aumenta el tiempo de absorcion del farmaco.
Farmacos como la penicilina, son inestables en acido y se descomponen si el vaciamiento
del estomago se retrasa. Otros, como la aspirina pueden irritar la mucosa gastrica durante
un contacto prolongado. Un gran nimero de factores afectan el tiempo de vaciamiento
gastrico, por ejemplo la presencia de alimentos, la composicion de la comida alta en grasas,
bebidas frias, presion osmdtica (concentraciones altas de sales) y/o farmacos
anticolinérgicos, pueden reducir el vaciamiento gastrico, farmacos como la metoclopramida
pueden incrementar la velocidad. Los estados emocionales agresivos 0 estresantes
incrementan las contracciones del estobmago y la velocidad de vaciamiento; la depresion
reduce las contracciones del estomago y el vaciamiento. Otros factores que también afectan
son las sales biliares, las enfermedades, el ejercicio y las cirugias gastricas. *

1.2. Distribucion®

Una vez que un farmaco se absorbe o pasa por inyeccion al torrente sanguineo, puede ser
distribuido en los liquidos intersticial y celular. Los patrones de distribucion del
medicamento reflejan algunos factores fisioldgicos y propiedades fisicoquimicas de los
farmacos. Se distingue una fase inicial de distribucion, que refleja la intervencion del gasto
cardiaco y el flujo sanguineo regional hasta alcanzar el equilibrio en casi todos los tejidos.
Una vez logrado éste hay una segunda fase de distribucion, también limitada por el flujo
sanguineo, la cual incluye una fraccion mucho mayor de masa corporal que la primera fase.
La difusion en el compartimiento intersticial se produce con rapidez, por la naturaleza
fuertemente permeable de las membranas endoteliales capilares (excepto en el encéfalo).
Los farmacos no liposolubles que penetran poco por las membranas muestran restriccion en
su distribucion y en consecuencia, llegan en cantidad insuficiente a sus posibles sitios de
accién pero pueden constituir un depdsito o reservorio que prolongue su accion en ese
tejido o en un sitio distante, llevado por la circulaciéon. La distribucion también puede
resentir limitaciones por la union del farmaco a proteinas plasmaticas, en particular la
albumina en el caso de farmacos acidos débiles y glucoproteina alfa 1-acida en el de
farmacos bases débiles.

La cantidad de farmaco y su velocidad, que puede entrar en los tejidos esta condicionada
por los siguientes factores:
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» Afinidad del farmaco a proteinas (a mayor afinidad tendra maés dificultad para
abandonar el torrente circulatorio).

» Grado de irrigacion del tejido y velocidad de la sangre (a mayor irrigacion, mayor sera
la cantidad de farmaco que pueda acceder al mismo).

» Caracteristicas propias del farmaco (en funcion de su concentracion, liposolubilidad,
etc.)

» Presion hidrostatica arteriolar (esta fuerza arrastra al farmaco hacia el compartimiento
extravascular).

Una vez que el farmaco ha salido del torrente sanguineo, se establece un equilibrio entre la
cantidad del mismo en el espacio intravascular y el extravascular.

1.3. Biotransformacién °

La biotransformacion es esencial para generar metabolitos inactivos mas polares, que se
excretan facilmente al exterior. Sin embargo en algunos casos se producen metabolitos con
potente actividad biolégica o con propiedades tdxicas. Muchas de las reacciones de
biotransformacion metabolica que culminan en la produccion de metabolitos inactivos
generan metabolitos biolégicamente activos, de compuestos enddgenos. ElI metabolismo de
los farmacos tiene lugar en dos etapas habitualmente en forma secuencial como se muestra
en el cuadro 1.

Oxidacién Conjugacion con:
Fase | Reduccion Fase Il - &cido glucurénico
FARMACO —»Hidrélisis ——» METABOLITOS— - 4cido sulfarico ——» METABOLITOS
Enzimas Decarboxilacion - &cido acético CONJUGADOS
- glutamina
- glicola
Activo + activo inactivo
No polar mas polar polar

Cuadro 1. Fase I y Il de la biotransformacién de los farmacos. (Velasquez, 1995)°

1.3.1. Biotransformacion de fase I o de funcionalizacién. Esta fase introduce o expone
un grupo funcional del farmaco original. Por lo regular termina en la pérdida de la
actividad farmacol6gica, si bien hay ejemplos de retencion o intensificacion de ésta e
incluso a la alteracién de la actividad farmacoldgica.

1.3.2. Biotransformacion de fase Il o de conjugacion. Culminan en la formacion de un
enlace covalente entre un grupo funcional en el compuesto original por un lado, y &cido
glucorodnico, sulfato, glutation, aminoacidos o acetato por el otro: estos conjugados
fuertemente polares suelen ser inactivos y se excretan con rapidez en orina y heces.

Existen una serie de factores que influyen en el metabolismo de una sustancia por parte del
organismo que las ha absorbido. Entre ellas estan: edad, género, peso corporal, embarazo,
grado de nutricion, estado de salud, e idiosincrasia del individuo. Los que tienen que ver
con el farmaco estan: niveles o dosis de esa sustancia o farmaco, via de administracion,
union a las proteinas plasméticas, pH urinario, inhibidores y estimulantes de la
biotransformacion, entre otros.”
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1.4. Eliminacioén

Los medicamentos se eliminan del organismo, ya sea inalterados o en la forma de
metabolitos. Los érganos de excrecion, excluidos los pulmones, eliminan con mayor
eficiencia compuestos polares que sustancias de gran liposolubilidad. Los rifiones son los
Organos mas importantes para la eliminacion de farmacos y sus metabolitos. Las sustancias
excretadas en heces son principalmente farmacos que no se absorbieron por la via oral o
metabolitos excretados en la bilis, que no se reabsorbieron en las vias gastrointestinales. La
excrecion de farmacos y sus metabolitos por la orina comprende tres procesos: filtracion
glomerular, secrecion tubular activa y reabsorcién tubular pasiva.t

Por via respiratoria, es decir por el aire expirado, se eliminan fundamentalmente gases y
liquidos muy volatiles. Por la bilis, generalmente tras una metabolizacion previa se
eliminaran sustancias hidrosolubles por medio de un mecanismo activo, o liposolubles, en
cuyo caso probablemente, sufriran un proceso de circulacién entero-hepética®.

Dentro de uno de los objetivos de la farmacocinética, conocido como farmacocinética
clinica es esclarecer la relacion cuantitativa entre dosis y efecto y el marco de referencia en
gue es posible interpretar las cuantificaciones de las concentraciones de farmacos en los
liquidos biologicos. El calculo de la dosis apropiada para cada individuo depende de
diversa variables fisioldgicas y fisiopatologicas que a menudo estan determinadas por
diferencia en los pardmetros farmacocinéeticos. De éstos los mas importantes son
depuracion o eliminacion, volumen de distribucion, y biodisponibilidad.

1.5. Biodisponibilidad *”

La biodisponibilidad oral (F) de los farmacos es definida como la fraccion de la dosis
absorbida que esta disponible en la circulacion sistémica, e indica una medida de la
velocidad y extension (cantidad) de la actividad terapéutica del farmaco. Entonces la
absorcion y la eliminacién determinan la biodisponibilidad oral de dicho farmaco.

Hay varios métodos directos e indirectos para evaluar la biodisponibilidad en humanos. La
selecciéon de un método depende del objetivo del estudio, el método analitico para
cuantificar el farmaco. Los parametros que son dutiles en la determinacion de la
biodisponibilidad de un farmaco o un medicamento incluyen:

a) Datos en plasma
» Tiempo maximo de concentracion en sangre (tmax)
» Concentracion maxima plasmatica (Cpax)
» El area bajo la curva en plasma (ABC)
b) Datos en orina
» La cantidad acumulada del farmaco excretada en orina (D*,)
» La velocidad de excrecion del farmaco en orina (dD,/dt)
» El tiempo maximo de excrecién urinario (t*)
c) Efecto farmacoldgico agudo
d) Observacion clinica
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1.5.1. Area Bajo la Curva

El area bajo la curva (ABC) es la relacion concentracion tiempo del farmaco, esta es (til
como una medida de la cantidad total del farmaco inalterado que estd disponible en la
circulacion sistémica. Ademas de que representa la intensidad y duracion de la respuesta
en tejido que esta en funcién en la mayoria de los casos, de la concentracién y persistencia
del medicamento en sangre o plasma.*®

1.6. Tiempo de vida media

Es el tiempo necesario para que la concentracion de medicamento en sangre o plasma se
reduzca a la mitad y se expresa como ty,.*

1.7. Volumen de distribucion

El volumen de distribucién es la cantidad total de medicamento en el organismo a tiempo
cero, en el caso de la inyeccion intravenosa rapida, este es un volumen aparente es decir no
refleja necesariamente un volumen real de flujo en el que esta disuelto el medicamento.’

1.8. Depuracion

La depuracién sanguinea (Cls) o depuracion plasmatica (Clp) es el cociente de la velocidad
de eliminacion por todas las vias, sobre la concentracion del farmaco en sangre o plasma.
Es obvio que la depuracion tiene que estar relacionada con el volumen en el que se
disuelve el medicamento (volumen de distribucion) y con la velocidad con que se elimina
(tiempo de vida media) o con la constante de velocidad de eliminacion. La depuracion total
es la suma de todas las depuraciones de los 6rganos individuales del farmaco, porque los
farmacos son eliminados por varios tejidos, incluyendo la via gastrointestinal, el higado, los
intestinos y rifiones.’

1.9. Vias de administracion®

Existen diversas vias de administracién para un farmaco y se debe escoger esta en base a
sus ventajas y desventajas que presenta cada una. Asi tenemos diferentes vias de
administracion que se pueden clasificar como: mediatas o indirectas y directas o inmediatas
(cuadro 2), dentro de las inmediatas tenemos a la via parenteral en la que entra la
intravenosa, subcutanea e intramuscular, donde la absorcion se hace por difusién siguiendo
el gradiente que media entre el deposito del farmaco y el plasma. Entre las indirectas esta
la administracion sublingual que es importante para f&rmacos como la nitroglicerina que
por su gran liposolubilidad se absorbe con gran rapidez. La administracion rectal es muy
util cuando la ingesta del medicamento resulta imposible a causa de vomito o inconsciencia
del paciente.
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Vias de administracién mediatas o indirectas
e Viaoral

Via bucal o sublingual

Via rectal

Via respiratoria

Via cutanea

Via conjuntival

Via genitourinaria

Vias de administracion directas o inmediatas

Via subcutanea

Via intramuscular

Via intraperitoneal

Via intrapleural

Via intraarticular

Via intravascular (intravenosa, intraarterial, intracardiaca, intralinfatica)

Via intradsea

Via intratecal

Cuadro 2. Vias de administracion (Velasco, 1995) °

1.9.1. Via oral

La via oral constituye el medio mas comin para administrar medicamentos, pues es la mas
innocua, comoda y economica. La biodisponibilidad de los fArmacos por esta via es muy
variable, generalmente la absorcién es menor que en la administracion intravenosa o
intramuscular. Entre sus desventajas estan la incapacidad de que se absorban algunos
farmacos por sus caracteristicas fisicas (como polaridad), vomito por irritacion de la
mucosa gastrointestinal, eventual destruccion por enzimas digestivas o pH gastrico muy
acido, irregularidades en la absorcion que dependen del vaciamiento gastrico o interaccion
con alimentos u otros farmacos.*

2. ANALGESICOS Y ANTIPIRETICOS NO ESTEROIDEOS (AINES)

Los farmacos antiinflamatorios, analgésicos incluyen muy diversos compuesto que casi
nunca tienen relaciéon quimica alguna (aunque casi todos son acidos organicos) como los
salicilatos, derivados del para-aminofenol (acetaminofén), indol, acidos arilpropidnicos,
gue comparten algunas actividades terapéuticas y efectos colaterales. Los antiinflamatorios
inhiben muy diversas reacciones como son la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa y la
produccion de prostaglandinas sustancias que inducen el dolor. Estos farmacos ademas de
compartir efectos terapéuticos también comparten los efectos colaterales como: Ulcera e
intolerancia en vias gastrointestinales, bloqueo de la agregacion plaquetaria, inhibicion de
la motilidad uterina, inhibicion de la funcidon renal mediada por prostaglandinas y
reacciones de hipersensibilidad.*

2.1. Derivados del para aminofenol (anilidas): Acetaminofén, propacetamol, clonixinato
de lisina, floctafenina’
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2.1.1. Acetaminofén®*! Paracetamol, N- Acetil-p-aminofenol.

CgHgNO, P.M. 151.17g/mol
Hit:
LC'
O

H-Acatibp- amingdenol
Acetaminalén

Cristales blancos o polvo cristalino, punto de fusién 168°C a 172°C. Soluble 1 en 70 de
agua, 1 en 7 a 10 de etanol, y 1 en 13 de acetona, muy poco soluble en cloroformo,
practicamente insoluble en éter. Tiene un pKa de 9.5.

a) Propiedades Farmacologicas

El acetaminofén se utiliza para el tratamiento de dolor leve a moderado, cuando no se
requiere un efecto antiinflamatorio. Es un inhibidor débil de las prostaglandinas en los
tejidos periféricos. La absorcion esta influenciada por la velocidad de vaciamiento gastrico
y por la presencia de comida. Su biodisponibilidad es de 70 a 90%.

b) Concentracion plasmatica

Las concentraciones en plasma varian considerablemente entre sujetos, como lo han
reportado varios autores, tal como se puede observar en el siguiente cuadro. La dosis
minima letal es cerca de 10g por dia, alcanzando concentraciones superiores a 300mg/L. La
sobredosificacion produce necrosis hepatica.

No. . . Autor That
Autor Voluntarios Dosis Conax (MG/ML) - T (MiN) reportado  (min)
2
C'flrg?gt)s 8 20mg/Kg 22362557  21.87+8.83 *
12
Pr(efggg) 10 1.0g 200484 214102 *
~eel3
%{gg) 4 1.0g 16.6+43  37.5¢19.4  Dougall
6 1.0g 14.6a29.5 15-30 Manara
5 no reportado 12.5+6 120+25 Nimmo
Young" 3 no reportado 14.54+6.85 30.6+3.6 Lee 8.9+7.8
(1995) 8 no reportado  11.99+1.02 45.6+7.2 Ameer  4.2+0.25

Cuadro 3. Parametros farmacocinéticos de Acetaminofén reportados por varios autores.
*Resultados encontrados por el autor en sus estudios

c¢) Farmacocinética y Metabolismo

La absorcion del acetaminofén del tracto gastrointestinal es por transporte pasivo, es muy
poco absorbido en el estbmago; pero ampliamente en el intestino delgado y la velocidad de
absorcion depende de la velocidad de vaciamiento gastrico. Su concentracion plasmatica
varia entre sujetos (cuadro 3), su vida media en adultos es de 1.5 a 3 horas, en neonatos
cerca de 5 horas. El acetaminofén se distribuye bien por todos los fluidos bioldgicos del
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organismo. Su afinidad a proteinas es de entre 8 y 40%, tiene un volumen de distribucion
cerca de 1L/Kg y una depuracion plasmatica de aproximadamente 5mL/min/Kg.%*%*°

El acetaminofén es ampliamente metabolizado y solo 2-5% de la dosis terapéutica se
excreta inalterado en la orina. Este sufre metabolismo de primer paso, sus principales
metabolitos son conjugados de sulfato y glucorénidos; también una pequefia fraccién sufre
oxidacion a un metabolito reactivo la imina N-acetil-p-benzoquinona (NAPQI). A dosis
altas este metabolito es quiza el responsable de la necrosis hepatica en sobredosis de
acetaminofén, dicha intoxicacion se puede contrarresta por la conjugacién con glutation a
acido mercapturico y conjugados de cisteina. Cerca del 90% de la dosis terapéutica se
excreta en la orina en 24 horas. De los metabolitos excretados 1 a 4% son reabsorbidos, 20
a 30% se conjuga con sulfato, 40 a 60% se conjugan con &cido glucuronico. Por otra parte
el acetaminofén es un metabolito del benorilato o fenacetina.'**?

d) Dosis Terapéutica

Dosis habitual es de 5mg/Kg a 15mg/Kg en 24 horas. La dosis diaria total no debe ser
mayor 57mg/Kg.*

3. MEDULA ESPINALY

La médula espinal es la parte del sistema nervioso contenida dentro del canal vertebral o
neural. En el ser humano adulto mide por lo comun de 42 a 45 cm de largo, se extiende
desde la base del craneo hasta la segunda vértebra lumbar. Es una masa cilindrica y
alargada compuesta por tejido nervioso que en el adulto ocupa los dos tercios superiores del
conducto raquideo. La médula espinal se divide arbitrariamente en cinco regiones:
cervical, dorsal, toracica, sacra y coccigea. La médula espinal se ensancha en las regiones
cervical baja, toracica o lumbar y sacra donde nacen las fibras que inervan las extremidades
superiores e inferiores.

La columna vertebral circunda y protege la médula espinal, y normalmente consta de siete
vertebras cervicales, 12 toracicas y cinco lumbares, asi como del sacro que por lo general se
forma por la fusion de cinco veértebras y el coccix. Las raices nerviosas salen de la columna
vertebral a traves de los agujeros intervertebrales. En la parte cervical de la columna
vertebral, las raices numeradas salen de la misma por arriba del cuerpo vertebral
correspondiente. La raiz C8 sale ente los cuerpos vertebrales C7 y T1. A cada segmento de
la médula espinal le corresponden cuatro raices nervios raquideos: una ventral y una dorsal,
en la mitad izquierda y un par similar en la mitad derecha. En el primer segmento cervical
por lo general no se presenta raices dorsales.

Por otro lado la raiz nerviosa dorsal contiene fibras aferentes de las neuronas en su ganglio.
Las raices de los nervios dorsales contienen una variedad de fibras de las estructuras
cutaneas y profundas. Las fibras mas grandes proceden de los musculos y participan en los
reflejos de la médula espinal: las fibras de tamafio medio conducen impulsos de los
mecanoreceptores en la piel y las articulaciones. La mayor parte de los axones en las raices
dorsales son pequefios y conducen informacion acerca de los estimulos nocivos (dolor) y
térmicos.
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El sistema nervioso periférico estd constituido por dos divisiones, simpatica y
parasimpatica. Los centros de la division simpatica se hallan situados en las regiones dorsal
y lumbar de la medula espinal; y los de la division parasimpética en la region sacra de la
médula (para la vejiga urinaria, partes del intestino grueso, 6rganos genitales) y en el tronco
encefalico (para los ojos, las glandulas y los 6rganos inervados por el vago). Como se
puede ver en la figura 1.

Sistema simpatico

Dilata la pupila

Sistema parasimpatico
Conkrae la pupila

Ganglio simpatico _

" :" "
Estimula la salivacion  #50 Inhibe la

salivacion

Reduce &l I _,Jr
|atido cardiaco - - ; ;
Fegidn . Relaja los brongquios
cervical L
Conkrae |os e
bronguins - F'-EE'EI’_-EI el
Region impulsa cardiaco
koracica
] Inhibe la
Eitm;!:dla actividad digestiva
digestiva = " W Estimula la
— Reqgian liberacidn de glgcusa
Eztiraula la ,.-c"’?hj.? lurmbar | - por el hlgadn:n
vesicula biliar [y : ) P Secrecidn de adrenallnr:afy
v oL e . norepinefrina por el rifon
Zonkrae o e . .
la wvejiga = ‘éﬁ Relaja la vejiga
3 . | :
Felaia el recta f—/ ! = Conkrae el recko

Figura 1. El sistema nervioso auténomo o vegetativo dirige las actividades corporales sobre las que el
individuo no tiene un control consciente, como la respiracion o la digestion. Consta de dos partes: el
sistema simpético y el parasimpético (Agur, 1994)®

4. LESION TRAUMATICA DE LA MEDULA ESPINAL (LTME)

La lesion medular espinal se considera como una de las discapacidades mas tragicas que
afecta principalmente a la poblacion econdmicamente activa, que ha capturado el interés de
diferentes disciplinas cientificas y sociales ya que tal lesion en humanos representa un
problema médico y socioeconémico de gran magnitud.*®

Multiples son los factores que producen la LTME tales como: accidentes vehiculares
(35%), caidas de altura (16.5%), accidentes deportivos (6.7%), lesiones por arma de fuego,
por arma blanca, y trauma directo por diferentes objetos (19.5%), que aumentan dia a dia
debido al crecimiento demogréfico e industrial que se vive en el pais. También tenemos las
lesiones de médula espinal iatrégenas (secundarias a procedimientos postintervencion de
hernia discal) y medicas (esclerosis mdltiple, meningomielitis, tumores intra vy
extramedulares, mielomeningocele, espina bifida, siringomielia, trombosis de la arteria
espinal anterior y angiomas medulares) representan el 11% de las causas de una LTME.?

Por su nivel de lesion se dividen en: Tetraplejia, si aparece disminucion o pérdida de la
funcion motora y/o sensitiva de los cuatro miembros por lesion de la médula cervical, y
paraplejia, cuando sufren distintos grados de afectacion medular por debajo de la ultima

10



Huerta LL MARCO TEORICO

vertebral cervical, en los segmentos toracicos, lumbares o sacros. Los traumatismos
medulares se clasifican en luxaciones-fracturas, fracturas puras y luxaciones puras. Las
manifestaciones clinicas expresan la interrupcion anatémica y funcional entre las areas de
control encefélico y los receptores y efectores periféricos, junto con la eventual liberacion
de los centros automaticos sublesionales. En las lesiones completas se produce un sindrome
radicular caracterizado por parélisis flaccida arrefléxica y atrofia muscular, asi como el
sindrome sublesional dado por sintomas motores, sensitivos y vegetativos (mareos, vision
borrosa, pérdida de conciencia, trastornos de la termorregulacién y de esfinteres).?

4.1. Epidemiologia

En Meéxico no existen informes exactos de la incidencia y la prevalencia de la lesion
medular, sin embargo, se estima que hay una incidencia de 18.1 por millon de habitantes
cada afno, que sucede mas en hombres que en mujeres, en edad productiva, es decir, entre
los 16 y 35 afios de edad. Estos datos son muy similares a los que se presentan en todo el
mungjzo. Por lo tanto, el gasto para la familia, para el sector salud y para el pais es muy
alto.

4.2. Alteraciones secundarias en la Lesién Traumatica de Médula Espinal

De la pérdida de los movimientos voluntarios y sensibilidad, la LTME produce importantes
alteraciones sistémicas y metabdlicas que pueden involucrarse en el retraso de la
rehabilitacién y una adecuada farmacoterapia. Algunas alteraciones metabdlicas incluyen
cambios en el balance de fluidos y electrolitos de la composicién corporal, que han sido
asociados con la paralisis y subsecuente atrofia muscular, con el necesario balance negativo
de nitrdgeno. Muchas de las alteraciones metabolicas estdn asociadas con disturbios y
funciones que son reguladas por el sistema nervioso autonomo, (parte del sistema nervioso
que regula la digestion, respiracion, circulacion, temperatura corporal, metabolismo,
sudoracion y secreciones de algunas glandulas endocrinas) y ocurre en muchos casos como
consecuencia de varias lesiones sobre el flujo simpético en T6 y raramente en aquellas con
lesiones debajo de T10.%

Se ha reportado que en la etapa cronica la masa muscular disminuye y el tejido adiposo se
incrementa, y persistiendo en muchos casos crénicos la hiponatremia.?’

Las consecuencias de la desconexion de los centros autondmicos espinales del control
cerebral incluyen, disfuncion cardiovascular, gastrointestinal, renal, endocrino y del sistema
inmune. De las primeras alteraciones cardiovasculares estan presentes la bradicardia e
hipotensién, que se atribuye al desequilibrio agudo autonémico que predomina de la
actividad del parasimpético y perdida del tono simpatico. En etapas tardias de la lesién
usualmente persiste la bradicardia, asociada con la presion sanguinea inestable
caracterizada por constante hipotension y episodios de hipertension. Esto es conocido como
disreflexia autondmica o hiperreflexia autonémica. En el cuadro 4 se pueden observar las
diversas alt%aciones que se producen durante la etapa aguda y la etapa cronica después de
una LTME.
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Sistema alterado

Etapa temprana de la lesion
(durante el choque espinal)

Después de la lesion  (etapa cronica)

Cardiovascular

Gastrointestinal

Renal

Endocrino

Metabolico

Inmune

- Bradicardia
- Hipotensién

- Muy lenta motilidad del tracto
gastrointestinal (ile6n)

- Poca flujo renal efectivo
-Incrementa el aclaramiento
renal

Disminucion de los niveles en
plasma:

- Hormona Paratiroidea

- Hormonas tiroideas

- Alblimina

- Vitamina D

Elevados niveles en plasma:

- Fésforo

- Prolactina

- Hormona antidiurética

- H. adenocorticotropa ACTH
- Enzimas del higado

Inmunodepresion

- Disminuye (células NK) vy
(células T) responsables de la
inmunidad

- Alteracidn de la funcién
fagocitica de la circulacién de
neutrofilos

-Bradicardia
-Constante hipotension
-Episodios de hipertensién  (disreflexia

autonémica)

-Enfermedades coronarias son mas comunes en
jévenes.

-Prolongacion del transito gastrointestinal
(distension abdominal, constipacion)

- Dificultad para evacuar

- Esofagitis y gastritis

- Disminuye la depuracién renal

- Deterioro renal asociado con concomitantes
patologias.

Disminucién de los niveles en plasma:

- Hormona tiroidea

- Noradrenalina

- Hormonas luteinizante y foliculo estimulante.

Desorden en el metabolismo de carbohidratos
y lipidos en jovenes que incluyen:
-Hiperinsulinemia  (acentuado
resistencia a la insulina.

- Disminuye la produccion hepatica de glucosa
- Depresion de lipo-proteinas de alta densidad,
colesterol, y se elevan las proteinas de baja
densidad.

- Elevados niveles en plasma de: IL-6, IL-2R,
e ICAM-1 (pacientes con lenta recuperacion de
Ulceras.

estado de

Cuadro 4. Consecuencias de la desconexidn de los centros espinales auténomos del control después de
la lesién en la médula espinal (Guizar, 1998)%°

4.3. Mecanismos involucrados en las Alteraciones Fisioldgicas

Las alteraciones mostradas en el cuadro 4 son atribuidas a la falta de control cerebral sobre
el flujo autonémico y al desequilibrio entre los sistemas simpatico y parasimpatico
presentes en una lesion medular. Inmediatamente después de la lesién medular, tienen lugar
varios cambios para mantener la homeostasis porque el componente simpatico esta
severamente comprometido. Junto con la lesién los mecanismos compensatorios pueden
radicalmente cambiar la fisiologia normal, como originar la lenta motilidad de tracto
gastrointestinal después de la lesion.?*

Se ha encontrado evidencias anatomicas del incremento de la neurotransmision nitrérgica
en el plexo mientérico en la etapa aguda después de una lesion experimental, caracterizada
por el incremento de la sintesis de o0xido nitrico. Considerando que el 6xido nitrico es un
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neurotransmisor inhibidor no adrenérgico no colinérgico en el muasculo liso
gastrointestinal,?* puede al menos en parte, explicar el retraso de la motilidad del tracto
gastrointestinal. Ademas de que después del choque espinal hay varios cambios en
neuronas preganglionares, formando nuevos circuitos neuronales en el segmento bajo la
lesion que no controlaban la parte supraespinal, que pueden desarrollar complicaciones
como disreflexia autonémica.?’

4.4. Alteraciones Farmacocinéticas en la Lesion Traumaética de Medula Espinal
4.4.1. Estudios Clinicos

Aunque la LTME es una afliccién catastrofica con numerosas victimas y con una variedad
de manifestaciones fisioldgicas asociadas con el desorden fisioldgico no se han establecido
como causa clara de alteraciones farmacocinéticas. Sin embargo, se ha reconocido un
incremento en el volumen de distribucion y la depuracion total de aminoglucdsidos
(gentamicina, amikacina, tobramicina, teofilina),"* con una alta distribucién en el fluido
extracelular y una minima biotransformacion en pacientes con lesion medular espinal
crénica. También se ha reportado que después de una administracion intramuscular la
biodisponibilidad de gentamicina es retrasada.?

La influencia de la fisiopatologia de la lesion espinal en la motilidad intestinal quiza se ve
reflejada en la biodisponibilidad oral de los farmacos (teofilina, acetaminofén, y
doxiciclina)** con una absorcién pasiva y que requieren un vaciamiento gastrico intacto
para su efectiva absorcion.?’

La teofilina es un broncodilatador que se utiliza en pacientes con lesion cervical o toracica

alta, quienes son propensos a disfunciones en diafragma y en mdsculo intercostal, sin
embargo, Segal observo un incremento en la depuracién y una disminucion en la vida
media de eliminacion en pacientes con paraplejia y tetraplejia."*

Aunque existe evidencia de alteraciones farmacocinéticas en pacientes con LTME en fase
crénica, el criterio y estrategias para optimizar las dosis en este tipo de pacientes casi nunca
se basan en principios farmacocinéticos, y el tratamiento se realiza en base a datos de
pacientes sin esta afectacion. Debido a la importante variabilidad interindividual, en la
extension y localizacion de la lesion es dificil realizar estudios sistematicos para
caracterizar las alteraciones farmacocinéticas inducidas por la LTME, por lo tanto los
modelos experimentales en animales parecen ser la alternativa mas adecuada.”®

4.4.2. LTME Experimental

Hay evidencia de que la biodisponibilidad oral de los AINES (agentes analgésicos y anti-
inflamatorios) como el acetaminofén es reducida por la lesion medular espinal, lo que se
ha confirmado usando un modelo experimental de LTME en ratas, esto debido a
alteraciones en el vaciamiento gastrico.®®* Se evalu6 la dependencia de Ila
biodisponibilidad oral del acetaminofén con una dosis de 100mg/Kg en funcién de
diferentes periodos de tiempo con lesidn medular en un modelo experimental en ratas
Sprague-Dawley hembras a nivel de T8-T9, dando como resultado que hay una importante
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disminucion de la biodisponibilidad oral del acetaminofén a las 24 horas después de la
LTME, durante la etapa aguda, esta reduccidn quiza es temporal, porque a los doce dias de
la lesion los niveles de acetaminofén exhibieron un recobro parcial, mismo que fue
completo a los 50 dias, durante la fase crénica estable de la lesion. Estos datos sugieren que
las alteraciones en la farmacocinética y vaciamiento gastrico se desarrollan con el tiempo,*’
y puede depender también del nivel de lesion, ademas se ha reportado que la eliminacion
del Acetaminofén se ve afectada por una lesién alta (T1), pero no en una lesion baja T(8).%°

La aspirina es otro de los farmacos mas utilizados mundialmente por todo tipo de pacientes
incluyendo pacientes con LTME, por lo que se considero interesante estudiar la
biodisponibilidad de los salicilatos después de una dosis oral, en un modelo experimental
de lesion medular a nivel de T8, la velocidad pero no el grado de absorcion de aspirina por
el tracto gastrointestinal es significativamente afectada por la lesion pero no tan
pronunciado como el acetaminofén.®*

5. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION?*

La cromatografia de liquidos de alta resolucion CLAR o HPLC por sus siglas en inglés
(High Performance Liquid Chromatography) es la técnica mas versatil y utilizada de todos
los tipos de cromatografia de elusion. Los quimicos la utilizan para separar y determinar las
especies presentes en muestras de materiales orgénicos, inorganicos y bioldgicos. La
migracion diferencial en la CLAR es resultado del equilibrio de distribucion de los
componentes de una mezcla entre la fase estacionaria y la fase movil. Dichos componentes
se separan en la columna y al salir de esta son conducidos por la fase maévil en el orden en
gue emergieron, hacia un detector donde se registra una respuesta proporcional a su
concentracion 'y sus tiempos de retencion en la columna. El cromatograma resultante
muestra cada compuesto que sale de la columna en forma de picos simétricos con un
tiempo de retencidn caracteristico por que este tiempo puede emplearse para identificar el
compuesto. Los mecanismos o0 proceso de separacion que dan como resultado la retencion
de las moléculas de una muestra por parte de la fase estacionaria dan lugar a los diferentes
métodos de cromatografia liquida, se clasifica segin la naturaleza de la fase estacionaria.
Asi existe 1) cromatografia de particién o cromatografia liquido-liquido, 2) cromatografia
de adsorcion o cromatografia liquido-sélido, 3) de intercambio i6nico o cromatografia
ionica, 4) de exclusion molecular y 5) cromatografia de afinidad.

Principales Componentes del Cromatdgrafo®>*

Esencialmente un cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion consta de las siguientes
partes:

a) Sistema de bombeo. Tiene por objeto impulsar la fase mévil a través de la columna de y
debe cumplir ciertas especificaciones como reproducibilidad y precision, manteniendo un
flujo laminar y de velocidad constante. Existen basicamente dos tipos de bombeo y cada
uno tiene sus ventajas y desventajas. Estos tipos son: Bombas de flujo constante y Bombas
de presion constante.
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Es indispensable tomar precauciones para eliminar los gases disueltos y las particulas de
polvo de la fase mdvil antes de introducirla en la bomba. Existen dos tipos de elusion: la
elusion con un solo solvente de composicion constante se Ilama elusién isocratica. En la
elusion con gradiente, se emplean dos (y algunas veces mas) sistemas de disolvente con
distinta polaridad. La proporcion de los dos disolventes varia en forma programada, a veces
es continua (lineal) y otras veces se hace por etapas.

b) Sistema de inyeccion. Un factor muy importante para tener una buena resolucién en la
separacion es la adecuada introduccion de la muestra en el sistema. EXisten varios
mecanismos de inyeccion el mas sencillo consiste en introducir la muestra mediante una
jeringa, el segundo y mejor sistema consiste en inyectores con asas intercambiables de
volumen fijo, el tercer sistema que minimiza errores en la introduccion de muestra consiste
en un inyector automatico.

c) Detectores. La eficiencia de un detector cromatografico depende de la relacion entre la
cantidad fisica medida y la composicion del efluente, asi como también de las
caracteristicas de la sefial transferida. Para CLAR no existe un sistema de deteccion
universal con alta sensibilidad como el que hay para cromatografia de gases. El detector
que se va a utilizar depende de la naturaleza de la muestra.

Los detectores que mas se emplean en la cromatografia de liquidos son los que miden la
absorcion de radiacion UV o visible.

Los tipos de detectores en CLAR se clasifican en:

e Detectores basados en una propiedad de la fase movil. Ejemplo: Detector de indice
de Refraccion.

« Detectores basados en una propiedad de la sustancia a separar. Ejemplo: Detector
de Fluorescencia, Detector Ultravioleta (Detector de Longitud de Onda Fija,
Detector de Longitud de Onda Variable y Detector de Arreglo de Diodos)

d) Columnas. Se considera a la columna como parte fundamental de la cromatografia ya
gue es en ésta, donde se va a llevar a cabo la separacion. El material para estas columnas
generalmente es de acero inoxidable, aunque a veces puede emplearse tubo Tygon® cuando
las presiones son mas bajas (<600 psi). La longitud de las columnas varia entre 10 y 30 cm
y tienen un didmetro interno de 4 a 10mm. Los empaques tienen un tamafio de particula de
5 a 10 um. Estas columnas pueden tener entre 40 000 a 60 000 platos/m. Actualmente, se
consiguen microcolumnas de alta resolucion con un diametro interno de 1 a 4.6 mm y una
longitud de 3 a 7.5 cm. Estas columnas se empacan con particulas de 3 a 5 um, pueden
tener hasta 100 000 platos/m y tienen la ventaja de que las separaciones analiticas son mas
rapidas y se obtienen compuestos mas puros.
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6. VALIDACION®

Método de validacién es el procedimiento para la demostracién de que el método analitico
es confiable para su uso. Los procedimientos de los métodos se refieren a la forma de
realizar el andlisis. Este debe describir en detalle los pasos necesarios para realizar cada
prueba analitica. Los parametros fundamentales para un método de validacion bioanalitico
son: linealidad, exactitud, precision, selectividad, sensibilidad, reproducibilidad y
estabilidad. Para el desarrollo y establecimiento de un método bioanalitico incluye la
determinacion de selectividad, exactitud, precision, recobro, curva de calibracion vy
estabilidad de muestra en la matriz bioldgica.

Selectividad Es la habilidad del método analitico para diferenciar y cuantificar el analito en
presencia de otros componentes en la muestra.

Exactitud Describe la proximidad del resultado obtenido del método al valor verdadero
(concentracion) del analito. La exactitud es determinada por el andlisis duplicado de las
muestras conteniendo cantidades conocidas del analito. Los valores deben ser menores al
15% al valor verdadero entre el valor obtenido y el calculado, excepto en los valores
minimos de cuantificacion que no deben exceder el 20%.

Precision Describe la proximidad de la medida individual de un analito cuando el
procedimiento es aplicado repetidamente a multiples alicuotas de un solo volumen
homogéneo de la matriz bioldgica. La precision en cada nivel de concentracion no debe
exceder el 15% del coeficiente de variacidon excepto los valores minimos de cuantificacion
donde este no debe exceder el 20% de CV.

El Recobro de un analito en un ensayo es la respuesta obtenida de una cantidad de analito
afiadido y el extraido de la matriz bioldgica, comparado con la respuesta obtenida de una
concentracion verdadera del estandar puro.

Una curva de calibracion es la relacion entre la respuesta y las concentraciones conocidas
de la sustancia de interés. Una curva de calibracion debe ser generada para cada analito en
la muestra. Esta debe ser preparada en la misma matriz bioldgica que la muestra. Las
concentraciones del estandar deben estar en el rango esperado de la muestra problema.

Estabilidad La estabilidad de un farmaco en un fluido biologico esta en funcion de
condiciones de almacenamiento, la propiedades quimicas del farmaco, la matriz y del
sistema de contencidn. Las condiciones usadas en experimentos de estabilidad deben
reflejar situaciones probables en las que se encuentran realmente la muestra y el anélisis.
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I11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los problemas a los que se enfrenta la sociedad en la actualidad, es una
subpoblacion que padece de una la lesion medular, la cual no solamente representa un
desgaste de tipo fisico, emocional, econémico y social, para la persona que la padece,
también el entorno familiar se ve notablemente afectado. Las lesiones traumaticas
medulares en México se dan generalmente por accidentes en vehiculos, heridas por armas
de fuego y algunos tipos de actividades fisicas.?? La lesion traumatica de médula espinal
depende del nivel donde se genere, es decir si la lesidén se produce a nivel de las vértebras
cervicales, lo que se produce es la llamada tetraplejia la cual da como resultado la pérdida
de movilidad y sensibilidad en miembros superiores e inferiores, en tanto que una lesién a
nivel de las vértebras toracicas (T8, T9 y T10) produce una paraplejia con la consiguiente
pérdida de movimiento y sensibilidad de los miembros inferiores.?***#

En los pacientes que padecen algun tipo de lesion traumatica de la medula espinal, ademas
de la pérdida de movimiento también se producen diversos cambios fisicos y metabdlicos
como son: pérdida de masa muscular, aumento de tejido adiposo, disfuncién renal y
hepética,*** ademas de complicaciones como neumonia, infecciones del tracto urinario,
bradicardia, hipotension, alteraciones en el tracto digestivo, entre otras. Una alteracion
importante es la disminucion del vaciamiento gastrico, la cual puede afectar la absorcion
oral de farmacos.® Sin embargo en la actualidad, el tratamiento farmacolgico de estos
pacientes es establecido de igual forma que en pacientes que no tienen esta afectacion, con
la consecuente posibilidad de que se presente una ineficacia clinica del medicamento o una
sobredosis del mismo en funcién a la alteracién farmacocinética que pudiera presentarse.

Tratando de evidenciar este hecho se ha estudiado la influencia de la lesion traumatica de
medula espinal sobre la farmacocinética de varios farmacos administrados por via oral tales
como teofilina,** acido acetilsalicilico,®* acetaminofén,? fenacetina® y dantroleno,* tanto
en estudios clinicos como en modelos animales, los cuales han mostrado algunas
diferencias en absorcion dependiendo de las caracteristicas del farmaco.

Para el caso del Acetaminofén, un analgésico no esteroideo cuya absorcion depende del
vaciamiento gastrico se ha encontrado una disminucion de su absorcion en la etapa cronica
del la lesion medular en estudios clinicos como en estudios con un modelo experimental
(usando ratas) también se ha evidenciado el mismo fenémeno. En la etapa aguda de la
lesion medular conocida como de choque medular la mayor presencia de cambios
fisiopatolégicos que pudieran afectar la absorcion de los farmacos estan presentes,®
desafortunadamente evaluar con estudios clinicos las alteraciones farmacocinéticas que se
presentan en esta etapa resulta poco factible de realizar, en tanto en estudios con modelo
experimental en ratas la informacion obtenida hasta este momento, algunas veces es
cuestionada por el modelo utilizado.

Con el proposito de evaluar si la alteracion en la absorcion se presenta en la lesién medular
en un modelo experimental mas complejo (primate no humano) que asemeja mas la
respuesta obtenida en un paciente con LTME y los efectos que ésta produce en el
organismo, el presente proyecto pretende estudiar la farmacocinética después de una
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administracion oral del acetaminofén (100mg/Kg) en monos Rhesus antes y después de una
lesion medular a nivel de T9, evaluando la influencia de la intensidad y el tiempo
transcurrido posterior a la lesion.
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IV. OBJETIVOS
1. OBJETIVO GENERAL

» Evaluar la influencia de la lesion traumatica de la médula espinal (LTME) a nivel
de T9 en diferentes etapas (24 horas, 15 dias y 2 meses) sobre la
farmacocinética del Acetaminofén (100mg/Kg po) en mono Rhesus como
modelo experimental.

2. OBJETIVOS PARTICULARES

» Evaluar la confiabilidad del método analitico para cuantificar Acetaminofén en
plasma de mono.

» Caracterizar la farmacocinética del Acetaminofén administrada por via oral
(100mg/Kg) en mono Rhesus previa a la lesion medular.

» Determinar la farmacocinética de Acetaminofén administrado por via oral en mono
Rhesus 24 horas después de la lesion medular en diferentes intensidades (50, 90,
100% de compresion y seccion completa).

» Determinar la farmacocinética de Acetaminofén administrado por via oral en mono
Rhesus a los 15 dias posteriores a la lesion medular en diferentes intensidades
(50, 90, 100% de compresion y seccion completa).

» Determinar la farmacocinética de Acetaminofén administrado por via oral en mono

Rhesus 2 meses después de la LTME en diferentes intensidades (50, 90, 100%
de compresion y seccion completa).
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V. HIPOTESIS

La LTME a nivel de la vértebra toracica T9 provoca alteraciones gastrointestinales que se
reflejaran en una disminucion en la absorcion del acetaminofén administrado por via oral
en las primeras etapas posteriores a la lesion medular (24 horas y 15 dias); las cuales
pudieran ser revertidas en la ultima etapa de la lesién (2 meses), y estar directamente
relacionados con la intensidad de la lesion medular.
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VI. DISENO EXPERIMENTAL

Tipo de Estudio Experimental, Prospectivo, Objetivo, Longitudinal y Comparativo
1. POBLACION
Primates no humanos Monos Rhesus (Macaca mulata) siny con LTME
2. CRITERIOS DE INCLUSION Y DE EXCLUSION
2.1 Inclusién

» Monos Rhesus (Macaca mulata), machos que pesaron entre 5y 8 Kg con edad en el
rango de 3 a 10 afos, fisica y clinicamente sanos para el caso de estudios control.

» Para estudios con LTME monos que presenten lesion medular (paraplejia inducida,
parélisis flaccida en miembros inferiores).

2.2. Exclusion
» Los monos Rhesus que no cumplan con las caracteristicas antes mencionadas.
2.3. Eliminacion
» Primates no humanos que presenten eventos adversos al momento de la
administracion del  farmaco como: taquicardia, broncoaspiracion, hipotermia,

hipertension o hipotension.

» Primates no humanos que presenten un estado clinico desfavorable para iniciar el
estudio farmacocinético posterior a la LTME provocada.

3. VARIABLES
3.1. Tipo de lesion
» Por compresion medular y seccién completa
3.2. Intensidad de la lesion
» La lesion se realizo en todos los monos a nivel de la vértebra toracica T9.
» La intensidad de la lesiébn medular fue provocada por compresion de la médula
espinal con un globo epidural. Se clasifico de la siguiente manera: 50% de
compresion, lesion leve (mono 1); 90% y 100% de compresion que se considerd

como una lesion moderada (monos 2 y 3); y la lesion severa se provocd por seccién
completa por un corte limpio de la médula espinal en el mismo nivel en el mono 4.
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4, METODOLOGIA
4.1. Material

% Vasos de precipitado de distintas capacidades
% Matraces volumétricos de 10, 25, 200, 250 y 1000mL
% Probetas graduadas de 500 a 1000mL

% Pipetas semiautomaticas eppendorf

% Tubos eppendorf de 1.5mL

% Papel glassin

3 Espatula de acero inoxidable

% Frascos de vidrio y plastico de 20mL

% Jeringas de 10mL

% Tubos de conicos 13 X 18 cm

%* Gradilla

4.2. Reactivos

% Acetonitrilo J.T. Baker Lote B14C51 grado HPLC

% Acetaminofén polvo USP Lote 6088903 A782 Helm de México

% Fenacetina estandar secundario Lote 04-02-6017

% Hidroxido de sodio lentejas Lote 9052256 Merck

% Agua destilada y desionizada grado HPLC

% Metanol J.T. Baker Grado HPLC Lote A27C21

% Acetato de etilo J.T. Baker Lote 509528

% Heparina sodica Sigma varios lotes

3 Fosfato de amonio monobaésico reactivo analitico

% Plasma de primate no humano antes y después de una intervencion quirdrgica
3# Acetaminofén Solucién pediatrica Tempra® MeadJohnson varios lotes

4.3. Equipo e Instrumentacion

3 Balanza analitica Ohaus®

3% Bomba para vacio Water®

3# Equipo de filtracién MILLIPORE®

% Membrana de filtracién Millipore® con tamafio de poro de 0.45p

3 Centrifuga Fisher Scientific Maraton® 26KM

% Equipo desionizador de agua Millipore Milli-Q Water System®

3 Parrilla de agitacion (vortex)

% Silla de contencion para los primates sometidos a estudio

3% Catéter Fogarty Edwards® para embolectomia de doble calibre 6 FR, longitud 80 cm
con capacidad de inflado del balén de 1.4 mL de liquido

% Sonda orogéstrica

% Cronémetro

% Ultrasonido Quantrez ®

3 Cromatografo de liquidos Waters®
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o Detector Waters® 486
e Bomba Waters® 510
e Inyector manual Rheodyne®

% Columna Symmetry® C18 5.0um 4.6mm X 150mm
3 Precolumna Simmetry Sentry® 3.9 X 20mm

4.4. Procedimiento General

a)

b)

d)

f)

9)

Evaluar los pardmetros de precision, exactitud y selectividad de la curva de
calibracién en plasma de mono con las concentraciones de 2.5, 5.0, 10, 20, 40 y
80ug/mL.

Elaboracion de curvas de calibracion para acetaminofén por triplicado en plasma de
mono con las concentraciones de 2.5, 5.0, 10, 20, 40 y 80ug/mL utilizando como
estandar interno a la fenacetina con concentracion de 100ug/mL, Yy una solucion
blanco, antes de los estudios farmacocinéticos.

Estudio farmacocinético de acetaminofén administrado por via oral (100mg/Kg) en
un primate no Humano sin afectacion alguna en cuatro estadios de tiempo:
condicidn inicial, 24 horas, 15 dias y 2 meses. El esquema de muestreo contempla la
toma de muestras sanguineas (1.5mL) antes de la administracion del farmaco y a los
7.5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 150, 180, 240, 360, 480 y 600 minutos después de la
administracion.

Estudio farmacocinético de acetaminofén administrado via oral en una dosis de
100mg/Kg en cuatro primates sin lesién alguna para evaluar la variabilidad
farmacocinética de acetaminofén en primates, siguiendo el esquema de muestreo
anteriormente descrito.

Estudio farmacocinético de acetaminofén administrado por via oral (100mg/Kg) en
cuatro primates no Humanos con LTME con cuatro intensidades diferentes, en las
etapas: sin lesion, 24 horas, 15 dias y 2 meses después de la lesion, siguiendo el
mismo esquema de muestreo.

La cuantificacion de los farmacos se realizardn mediante CLAR utilizando como
detector el espectrofotometro de luz UV a una longitud de onda de 254nm.

Con los resultados obtenidos se procedera a calcular los pardmetros
farmacocinéticos de las muestras mediante el programa Winnolin Profesional®, para
posteriormente realizar el andlisis de resultados.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL
5.1. Manejo de los primates sometidos a investigacion

5.1.1. Antes del tratamiento quirurgico.

Confinamiento: los primates no humanos previamente adiestrados para el estudio (dos
semanas antes), con un ayuno de 12 horas, se colocaron en una silla de contencion para el
estudio farmacocinético. Se canularon para la toma de muestra, en una de las venas
centrales de las extremidades superiores, usando un catéter de polietileno del no. 20.

I. Administracion del farmaco: el acetaminofén se administro en una dosis oral de
100mg/Kg de peso utilizando una sonda orogastrica.

Il. Toma de muestra: se tomaron muestras de 1.0 a 1.5 mL de sangre, antes de la
administracion del farmaco y a los tiempos de 7.5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 150, 180,
240, 360, 480 y 600 minutos después de la administracion del acetaminofén. Las
muestras fueron recibidas en tubos eppendorf para separar el plasma por centrifugacion
(8000 rpm X 5 minutos) y una vez obtenido, mantenerlo en congelamiento a —20°C
hasta el momento de su analisis.

5.1.2. Tratamiento quirdrgico.

Anestesia: La anestesia consistid, en el uso de tiletamina-zolacepam (Zoletil®) a manera de
inductor para intubacion endotraqueal (3mg/Kg) y con isofluorano al 2%, como anestesia
general inhalada para mantenimiento. Se monitorearon sus constantes fisioldgicas
(frecuencia cardiaca F.C., frecuencia respiratoria F.R., tension arterial T.A., temperatura y
saturacion de oxigeno) a través de un monitor cardiaco.

Cirugia, y cuidados:

COMPRESION MEDULAR. Bajo condiciones estériles se realizd una incision
longitudinal a nivel de la vértebra toracica T11, hasta exponer la médula a través de una
laminectomia. Se insertd un catéter Fogarty calibre 6 FR, con una guia rigida y se dirigié
hacia la vértebra toracica T9 a traves del espacio epidural. De esta manera el catéter quedo
en el espacio epidural, en posicién dorso-central respecto a la médula espinal y con el globo
desinflado en la porcion central de T-9, mismo que se inflo de manera subita con el
volumen de liquido previamente determinado, de tal manera que su diametro fuera igual a
la distancia antero-posterior del canal raquideo (medido en cada animal con tomografia)
para producir compresion medular, en 50, 90 y 100% para cada mono respectivamente. Se
dejo inflado durante 5 minutos, posteriormente se desinfld, se retiro el catéter y se suturé la
incision por planos anatémicos.

CORTE LIMPIO. Mono 4; Bajo condiciones estériles se expuso la médula espinal
mediante laminectomia y se cortaron longitudinalmente las meninges y la medula espinal
en el plano transversal con tijeras de microcirugia, se suturé la incisién por planos
anatomicos.

Posteriormente fueron confinados en jaulas individuales y supervisados para su
recuperacion.
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Los animales fueron alimentados con pellets, frutas y semillas 2 veces al dia,* asi como
con agua ad libitum. El vaciado de la vejiga de los monos fue de forma manual las veces
necesarias. Después del tratamiento quirdrgico y antes de cada estudio farmacocinético.

5.1.3. Después del tratamiento quirdrgico
Confinamiento: los primates no humanos ya intervenidos quirdrgicamente y con un ayuno
de 12 horas, se colocaron en una silla de contencion para el estudio farmacocinético. Se
canularon en los miembros superiores para la toma de muestra del farmaco, de la misma
forma que antes de la lesion pero tomando los cuidados necesarios debido a su estado
fisico. Dicho procedimiento se realizé a las 24 horas, 15 dias y 2 meses posteriores a la
lesion.
I.  Administracion del farmaco: el acetaminofén se administré por sonda via oral en
dosis de 100 mg/Kg de peso.
Il. Toma de muestra: se tomaron muestras de 1.0 a 1.5 mL de sangre, antes de la
administracion del farmaco y a los tiempos de 7.5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 150,
180, 240, 360, 480 y 600 minutos después de la administracion del acetaminofén.
Las muestras fueron recibidas en tubos eppendorf heparinizados y etiquetados para
separar el plasma respectivo por centrifugacién, mismo que se congel6 a —20°C
hasta el momento de su analisis.

6. Preparacion de la curva de calibracion previa al estudio farmacocinético.*

Preparacion de la solucién madre de acetaminofén y fenacetina (estandar interno), asi como
de la solucion de hidréxido de sodio 0.05M.

I. Soluciones madre de acetaminofén. Se pesaron 25mg de acetaminofén y se llevo a
una matraz volumétrico de 25mL se disolvid y se aforé con agua destilada. Para
obtener una concentracion de 1mg/mL.

Il. Soluciones madre de fenacetina (estandar interno). Se pesaron 25mg de fenacetina y
se llevo a un matraz volumétrico de 25mL se disolvid y se aford con metanol, para
obtener una concentracion de 1mg/mL

I1l. Solucién de Hidréxido de sodio 0.05M. Se peso 100mg de hidréxido de sodio
(NaOH) y llevo a un matraz volumétrico de 50 mL se disolvio y se aford con agua.

CURVA DE CALIBRACION. El intervalo de concentraciones de acetaminofén para la
curva de calibracion consto de seis puntos: 2.5, 5.0, 10.0, 20.0, 40.0 y 80.0 ug/mL y la
concentracion utilizada de estandar interno fue de 100 pg/mL.

Para la preparacion de la curva estandar de tomaron los volimenes indicados en la tabla
para cada uno de los puntos para acetaminofén y fenacetina y se aforaron a un volumen de
10 mL con agua destilada.
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Curva de calibracién

Acetaminofén uL FenacetinamL  Vol. FinalmL  Concentracién Final
Acetaminofén pg/mL

25 1.0 10 2.5
50 1.0 10 5.0
100 1.0 10 10.0
200 1.0 10 20.0
400 1.0 10 40.0
800 1.0 10 80.0

» Solucion de fenacetina 100ug/mL. De la solucion madre de fenacetina que tiene una
concentracion de 1mg/imL se midi6 1mL y se afor6 a 10mL en un matraz
volumétrico para obtener una concentracion de 100ug/mL. Esta solucion se
agregara a las muestras de la farmacocinética.

En tubos eppendorf 100uL de plasma de primate fueron adicionados con 100uL de las
soluciones estandar de acetaminofén y fenacetina. Se agitaron por 30 segundos. Para luego
agregarle a cada nivel 20uL de NaOH 0.05M, nuevamente se agitaron por 30 segundos,
finalmente se le agregd a cada tubo 1mL de acetato de etilo y agité por 3 minutos. Al
término de la agitacion se centrifugaron por 10 minutos a una velocidad de 10000rpm, se
extrajo la fase organica que contenia el acetaminofén y la fenacetina en tubos cénicos de
vidrio. Una vez en los tubos se llevd a evaporacion en atmoésfera de nitrégeno a una
temperatura de 60°C. Para la cuantificacion se reconstituyd con 100uL de fase mévil y se
inyectaron 60 uL al cromatografo.

Preparacion de la fase movil

Fase movil de fosfato de amonio monobasico (H,NH4PO,) 0.005M con Acetonitrilo en una
proporcién de 70:30V/V y se ajusto a pH de 7.5 con Hidroxido de Sodio (NaOH) 4 M

Soluciéon H,NH4PO,4 0.005M. Se pesaron 576.5mg de fosfato de amonio monobaésico se
disolvié con agua destilada y afor6 a 1000mL.

7. Sistema Cromatograéfico.

Columna Symetry C18 5.0um 4.6mm X 150mm
Precolumna Waters
Longitud de onda 254 nm

Velocidad de flujo 1.5 mL /min
Volumen de loop 20 pL

YV V V VVYVY

Temperatura ambiente
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8. Manejo y andlisis de las muestras bioldgicas de los primates sometidos a estudio.

Las muestras de plasma obtenidas de los primates en estudio se descongelaron a
temperatura ambiente para su analisis.

A tubos eppendorf previamente etiquetados con los tiempos de muestreo, se adicionaron
100 pL del plasma de primate tomado en cada tiempo, a cada tubo se le adicionaron
ademas 100 uL de la solucidn de estandar interno (fenacetina), se agitaron por 30 segundos
se adicionaron 20uL de NaOH 0.05M, se agitaron por 30 segundos y cada uno se le agrego
1mL de acetato de etilo. Se centrifugo a una velocidad de 10000rpm por 10 minutos; se
separ0 la fase organica y se evapord en atmdsfera de nitrégeno con una temperatura de
60°C y se reconstituyd con 100uL de fase movil y se inyectaron al cromatdgrafo.
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VIl. RESULTADOS

1. Curva de Calibracion

La curva de calibracion de acetaminofén se realizd en plasma de primate no Humano,
consto de seis puntos que se prepararon a partir de las soluciones con las concentraciones
de 2.5, 5.0, 10.0, 20.0, 40.0 y 80.0ng/mL. EI comportamiento matematico de la respuesta
(Altura de acetaminofén/Altura de fenacetina) contra concentracion de acetaminofén
corresponde a la ecuacion de una recta y=mx+b (y=0.0148x+0.00428).

En la figura 2 se aprecia que la respuesta (relacion de alturas) esta en funcion a la
concentracion de acetaminofén, comprobando que existe una relacion lineal entre cada
nivel de concentracién y su respuesta, con un coeficiente de determinacion mayor a
r’=0.98 (r*=0.998)

1.4
1.2 ~
1.0 A
0.8 ~
0.6 ~
0.4 -
0.2

0.0 . .

0 20 40 60 80
concentracion pg/mL
Acetaminofén

r’=0.998
y=0.0148x+004280

Rel. de alturas Acet/Fen

Figura 2. Curva de calibracion promedio de acetaminofén en plasma de primate que obedece la
ecuacion de la recta y=mx+b.

1.1. Precisién

En el intervalo de 2.5 a 80.0ug/mL de acetaminofén se determiné la precision y exactitud
para cada punto de concentracion. En cuadro 5 se presenta la relacion de alturas obtenida
para cada nivel de concentracion. La relacion de alturas representa el cociente obtenido de
la altura del pico cromatografico de acetaminofen entre la altura del pico cromatografico
del estandar interno. Los resultados del coeficiente de variacion de cada uno de los puntos
experimentales no varian grandemente entre ellos y como se puede observar en el cuadro 5,
ninguno excede el 15% de coeficiente de variacién (CV) que indica la normatividad, por lo
que se considera que el método es preciso.>**’
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CONC pg/mL RELALT1 REL ALT 2 REL ALT 3 PROMEDIO DESVEST % CV
2.5 0.0365 0.0384 0.0373 0.0374 0.00097 2.59386
5 0.0764 0.0781 0.0749 0.0764 0.00160 2.09526
10 0.1689 0.1460 0.1522 0.1557 0.01184 7.60720
20 0.3421 0.3172 0.3080 0.3224 0.01764 5.47155
40 0.5507 0.5972 0.5524 0.5668 0.02637 4.65266
80 1.2080 1.1240 1.2560 1.1960 0.06681 5.58639

Cuadro 5. Precision de la curva de calibracién de acetaminofén en plasma de primate por triplicado
(REL ALT: relacion de alturas, CV: coeficiente de variacion).

1.2. Exactitud

En el cuadro 6 se presentan los valores promedio de la concentracion experimental de
acetaminofén en cada nivel de concentracion de la curva de calibracién por triplicado, y se
muestra que el coeficiente variacion de los puntos més altos no es mayor al 15% y para el
mas bajo no excede el 20%. También se determin0 el porcentaje de valor nominal de la
concentracion para cada punto de concentracion (cuadro 7). Los resultados presentes tanto
en el cuadro 6 y 7 evidencian que el método es exacto.>*%’

Conc. tedrica Conc. exp. %CV exp  %CV criterio

pg/mL pug/mL
25 2.24+0.065 2.9291 20
5 4.88+0.10 2.2196 15
10 10.24+0.80 7.8223 15
20 21.51+1.19 5.5451 15
40 38.04+1.78 4.6881 15
80 80.59+4.51 5.6064 15

Cuadro 6. Concentracion experimental de acetaminofén en plasma de mono en los seis niveles de la
curva de calibracion, el CV no excede los criterios de aceptacion, resultados que demuestran la
exactitud del método.

% VALOR .
CONC pg/mL  \ oMINAL DE cone % CRITERIO
2.5 100.74+5.647 80-120
5 95.10+4.458 85-115
10 107.57+5.965 85-115
20 102.39+8.01 85-115
40 97.60+2.17 85-115
80 89.60+2.62 85-115

Cuadro 7. Porcentaje del valor nominal de concentracion de acetaminofén en cada punto que no
excede el criterio de aceptacion para exactitud.

1.3. Selectividad

En la figura 3 se presenta el cromatograma de un blanco que se realizo antes de iniciar el
analisis de las muestras de las farmacocinéticas, el cual se preparé en el plasma de primate
no humano, donde se observa que no existe interferencia de sustancias endogenas,
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metabolitos o productos de degradacion del acetaminofén, de la matriz biol6gica o el
ciprofloxacino, farmaco que se administré al mismo tiempo que el acetaminofén durante el
estudio.®**’
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Figura 3. Cromatograma de un blanco en plasma de mono Rhesus.

La resolucion entre los compuestos detectados en el cromatograma obtenido en las
muestras procesadas se considera excelente en funcion de una diferencia de mas de 1.5
minutos entre los picos cromatogréaficos, teniendo el acetaminofén un tiempo de retencion
de 1.3 minutos y la fenacetina 3.8 minutos como se puede observar en la figura 4 en la que
se tiene el cromatograma de la solucidn con concentracion de 2.5 pg/mL del acetaminofén.
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Figura 4. Cromatograma de acetaminofén con una concentracion de 2.5 ug/mL y fenacetina (estandar
interno) 100ug/mL.
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2. Farmacocinética de Acetaminofén en Primates no Humanos Sin Lesién.

Para caracterizar adecuadamente la farmacocinética del acetaminofén antes y después de la
lesion, primeramente se caracteriz6 la variabilidad intra individual (un mono Rhesus, sin
cirugia alguna). Los estudios farmacocinéticos del acetaminofén se realizaron en cuatro
estadios de tiempo diferentes: condicién inicial, 24 horas, 15 dias y 2 meses, los perfiles
plasmaéticos en cada estadio se presenta en la figura 5.
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Figura 5. Cursos temporales de Acetaminofén en el mono control A (sin lesion) después de una
administracion de 100mg/Kg via oral.

En el cuadro 8 se muestran los parametros farmacocinéticos después de una dosis oral del
acetaminofén (100mg/Kg) en el mono control, en los cuatro estadios, como podemos
observar se estan presentado diferentes concentraciones maximas a diferentes tiempos, sin
embargo la biodisponibilidad oral del acetaminofén, es semejante en los cuatro estadios,
como lo muestran las areas bajo la curva.

ESTADIO Tia (MiN)  Tiax (MiN)  Crax (ng/mL) (ug_Anig‘}';n 0 (ug_AnEiﬁO'/";n 0
Condicién inicial 15 60 10.898 1071.256 1428.711
24 horas 90 150 15.458 1133.561 1436.804
15dias 75 120 19.824 1413.549 2300.908
2 meses 30 120 26.063 1567.128 1700.988

Cuadro 8. Parametros farmacocinéticos de acetaminofén en el mono control (A) después de una dosis
de 100mg/Kg po en los cuatro estadios de tiempo
Tt tiempo de latencia; Thax: tiempo méaximo; Cmax: Concentracion maxima; ABC: area bajo la curva

El promedio de las curvas de concentracion plasmatica de acetaminofén contra tiempo + su
error estandar del mono control (A) en los cuatro estadio, (dosis oral de 100mg/Kg) se
presenta en la figura 6 y en el cuadro 9 el promedio de sus pardmetros farmacocinéticos.
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Figura 6. Concentraciones plasmaéticas de Acetaminofén observadas en un mono Rhesus (A) sin lesion

alguna, después de una dosis oral de 100mg/Kg. Los datos representan el promedio de los cuatro
estadios * error estandar.

. . ABCy; ABCy.»
That (mm) Tmax (mm) Crmax (Hg/ml-) (ug.min /mL) (Hg- min /mL)
52.5+35.70 112.5+£37.7 18.05+6.46 1296.37+233.96 1716.85+409.4

Cuadro 9. Parametros farmacocinéticos promedio de Acetaminofén (dosis 100mg/Kg via oral) en un
mono Rhesus (A) sin lesion algunaz desv. st. n = 4

La variabilidad farmacocinética de acetaminofén entre diferentes monos Rhesus (cuatro
monos) fue evaluada administrando la misma dosis (100mg/Kg) y bajo las mismas
condiciones, a un solo estadio de tiempo (Condicién inicial).

En la figura 7 se presentan las curvas de concentracion plasmatica de acetaminofén contra
tiempo de los cuatro monos Rhesus sin ningln tratamiento quirdrgico, se observé que los
monos 2, 3y 4 tuvieron dos picos maximos en su perfiles plasméaticos y como se puede ver
en el cuadro 10, presentaron diferencias en sus concentraciones maximas y areas bajo la
curva.
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Figura 7. Perfiles plasmaticos de Acetaminofén en cuatro monos Rhesus (sin lesion) después de una
administracion oral de 100mg/Kg.

Tiat (MIN) - T (MiN) - Crrax (ng/mL) (ug'.o\mligol-;n L) (ug.AnE: iioi:n L)
Mono 1 15 60 36.68 2658.735 3174.414
Mono 2 15 45 24,518 1995.518 2043.693
Mono 3 30 90 18.442 2177.313 2289.312
Mono 4 0 60 43.448 5012.974 5076.915

Cuadro 10. Parametros farmacocinéticos de Acetaminofén en cuatro monos Rhesus después de una
administracion oral de 100mg/Kg.

El promedio de los perfiles plasmaticos de los cuatro monos Rhesus (sin lesion) + su error
estandar, obtenido después de una administracion oral de acetaminofén (100mg/Kg), se
muestra en la figura 8, y el promedio de sus parametros farmacocinéticos + la desviacion
estandar se encuentra en el cuadro 11.

Conc. Plasmaética
Acetaminofén ug/mL
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Figura 8. Promedio de perfiles plasmaticos de acetaminofén después de una dosis de 100mg/Kg (via
oral) en cuatro Primates no Humanos sin lesién * ee.
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. . ABCq. ABCj..
Tiar (MiN) Tmax (Min) Crmax (HQ/mL) (ug.min /mL) (ng.min /mL)
15+12.24 63.75+18.87 30.77+11.3535 2961.13+1396.22 3146.08+1375.77

Cuadro 11. Promedio de los parametros farmacocinéticos de Acetaminofén después de una dosis de
100mg/Kg en cuatro Primates no Humanos * desv. st.

3. Cursos temporales de acetaminofén en primate con LTME

Para determinar la influencia de la LTME sobre la farmacocinética de acetaminofén se
utilizaron cuatro monos Rhesus con diferentes intensidades de lesion a nivel de la vértebra
toracica T9, considerandose cuatro etapas: sin lesién, 24 horas, 15 dias y dos meses
después de la lesion. Antes de iniciar el estudio todos los primates no humanos exhibieron
actividad locomotora normal.

3.1. LTME 50% de compresion

En la figura 9 se presentan los cursos temporales de acetaminofén en el mono 1, en las
cuatro etapas después recibir una dosis oral de 100mg/Kg de peso, al cual se le realizé una
compresion medular con inflacion de globo epidural al 50%, en la figura 9 se observan la
disminucion y retraso de la concentraciones plasmaticas de acetaminofén despues del
procedimiento quirdrgico. Durante todo el estudio el mono 1 no mostré paraplejia.

[e2]
o
|

a1
o
1

—&—sin lesion
—B— 24 horas
—&— 15 dias

2 meses

Conc. Plasmaética
Acetaminofén pg/mL

0 100 200 300 400

Tiempo de muestreo(min)

Figura 9. Cursos temporales de acetaminofén en el Mono 1 con LTME por compresion de 50%,
después de administracion oral de 100mg/Kg.

En el cuadro 12 se tienen los pardmetros farmacocinéticos de acetaminofén en el Mono 1
con compresioén medular de 50% en las diferentes etapas del estudio. Después de la cirugia
mostré retraso y disminucion en sus concentraciones plasmaticas por consiguiente
disminuy0 la biodisponibilidad oral del acetaminofén, la disminucion se mantiene hasta los
dos meses.
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Tlat Tmax Cmax ABCO-t ABCO-N
ETAPA (min) (min) (ug/mL) (ug.min/mL)  (ug.min /mL)
Sin lesién 15 60 36.68 2658.735 3174.414
24 horas 45 75 7.07 260.625 272.469
15 dias 30 75 19.25 1151.07 1430.584
2 meses 45 180 11.27 924.443 No se calculo

Cuadro 12. Parametros farmacocinéticos de acetaminofén después de una administracion oral de
100mg/Kg en el mono 1 con LTME por 50% de compresion medular en las cuatro etapas.

3.2. LTME 90% de compresion

En la figura 10 se presentan los cursos temporales de acetaminofén en el mono 2 con una
LTME por compresion medular de 90% en las cuatro etapas. Se observa una reduccion en
sus concentraciones plasmaticas a las 24 horas, no obstante a los 15 dias estas
concentraciones son levemente superiores a las encontradas antes de la lesion y a los 2
meses disminuyen nuevamente como se observa en sus parametros farmacocinéticos
(cuatro 13).

Después de la lesion el mono 2 present6 una paraplejia flaccida incompleta y temporal ya
que su funcion motora a las 24 horas fue disminuida del lado izquierdo, a los 15 dias
parecia totalmente recuperado de su lesion lateralizada y finalmente a los dos meses su
condicion motora fue aparentemente normal.
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Figura 10. Cursos temporales de acetaminofén en el Mono 2 con LTME por compresion de 90%
después de una dosis de 100mg/Kg en las cuatro etapas.

. . Crnax ABCq. ABCq.
ETAPA — Tiat (Min) Tmax (MiN) iy (ug.min /mL) (ug.min /mL)
Sin lesion 15 45 24.5179 1995.518 2043.693
24 horas 15 90 13.2362 1529.534 1786.074
15 dias 75 30 28.5078 2222.303 2447.629
2 meses 45 120 15.1776 1550.024 1559.005

Cuadro 13. Parametros farmacocinéticos de acetaminofén después de una dosis de 100mg/Kg en mono
2 con 90% de compresion en las diferentes etapas.
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3.3. LTME 100% de compresion

Al tercer mono se le practicé una LTME de 100% de compresion medular que le provoco
una paraplejia flaccida completa temporal, ya que manifest6 pérdida total de sensibilidad y
movimiento en las extremidades inferiores a las 24 horas, a los 15 dias no tuvo
movimiento, pero present6 aparente sensibilidad y a los 2 meses mostr6 movimiento de la
pata izquierda y reflejos segmentarios.

Los cursos temporales de acetaminofén (dosis 100mg/Kg) en el mono 3 se muestran en la
figura 11, donde se observa que a los 15 dias sus perfiles plasmaticos son superiores a los
que se tuvieron antes de la lesion, sin embargo a los dos meses se tiene una gran
disminucion de sus concentraciones plasmaticas con respecto a la etapa sin lesion. Los
pardmetros farmacocinéticos de acetaminofén en el mono 3 con 100% de compresion en las
cuatro etapas se observa en el cuadro 14.
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Figura 11. Perfiles plasmaticos de acetaminofén contra tiempo en primate con LTME por compresion
de 100% después de una dosis Unica de 100mg/Kg (Mono 3).

. Tmax Cmax ABCy; ABCj..
ETAPA - Ta(Min) (i) (ug/ml)  (ug.min /mL) (kg.min /mL)
Sin lesion 30 90 18442 2177.313 2289312
24 horas 0 75 17277 2131.207 2653.643
15 dias 0 60 55.831  7257.918 7353.834
2 meses 45 90 8.373 568.912 692.824

Cuadro 14. Pardmetros farmacocinéticos de acetaminofén después de una dosis de 100mg/Kg en el
mono 3 con LTME por 100% de compresion en las cuatro etapas.

3.4. LTME por Seccién Completa

Al mono 4 se le realiz6 una LTME por seccion completa, mostré paraplejia completa y
permanente ya que su condicién motriz no mejoro durante el estudio. En la etapa sin lesion
mostrd concentraciones plasmaticas mayores a los obtenidos en los monos anteriores, la
disminucion en su concentraciones plasmaticas a las 24 horas no fueron muy evidentes. No
obstante, durante el transcurso del tiempo estas concentraciones plasmaticas continuaron
disminuyendo hasta los dos meses como lo muestra la figura 12.
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Figura 12. Perfiles plasmaéticos de acetaminofén contra tiempo en el Mono 4 con LTME por seccién
completa después de una dosis Unica de 100mg/Kg via oral.

A continuacion en el cuadro 15 se muestran los parametros farmacocinéticos de
acetaminofén, en el mono 4, observandose una disminucion en las concentraciones
méaximas y en la biodisponibilidad oral de acetaminofén después de la LTME.

. . c ABCo. ABCo.
ETAPA  Tix (Min) Tra (Min) (ugTr:IXL) (ug_mm(’,;m_) (ug.mmO/m 0
Sin lesién 0 60 43.448 5012.974 5076.915
24 horas 0 30 32.528 3180.402 3272.020
15 dias 7.5 45 15.913 1112.396 1702.706
2 meses 0 10 13.79 615.937 873.033

Cuadro 15. Parametros farmacocinéticos de acetaminofén después de una dosis de 100mg/Kg en mono
4 con seccion completa en las cuatro etapas.
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VIII. ANALISIS DE RESULTADOS

Ademas de la pérdida de los movimientos voluntarios y sensibilidad, la lesion traumatica de
la medula espinal (LTME) produce importantes alteraciones sistémicas y metabolicas que
ueden involucrarse en el retraso de la rehabilitacion y una farmacoterapia adecuada.
4202631 as consecuencias de la desconexion de los centros autondmicos espinales del
control cerebral incluyen, disfuncion cardiovascular, gastrointestinal, renal, endocrina y del
sistema inmune. De las primeras alteraciones cardiovasculares estan presentes la
bradicardia e hipotension, que se atribuye al desequilibrio agudo autonémico que
predomina de la actividad del parasimpatico y pérdida del tono simpatico. En etapas tardias
de la lesion, usualmente persiste la bradicardia, asociada con la presion sanguinea inestable
caracterizada por constante hipotension y episodios de hipertension.”’*' Bajo el anterior
contexto, se propuso llevar a cabo de una forma sistematizada en un modelo experimental.
la caracterizacion de la farmacocinética del acetaminofén en presencia de una LTME,
usando un modelo experimental mas complejo que el usado en la mayoria de estudios hasta
el momento, es decir emplear monos Rhesus en lugar de ratas, con la finalidad de establecer
una similitud mas significativa en el tratamiento y el efecto a obtener, no obstante se tiene
una condicion ética de este estudio, al igual que en los estudios clinicos que limita el
numero de experimentos a realizar. :

Son muchos los factores que pueden afectar la absorcion de un farmaco cuando se
administra por via oral, tal como las propiedades fisicoquimicas del farmaco. el contenido
del tracto gastrointestinal o el estado emocional del individuo; ademés de que tiene que
cruzar diferentes membranas para su absorcion en la parte superior del intestino delgado
(duodeno principalmente), ya que provee una inmensa area superficial para la difusion
pasiva del farmaco, y llegar al torrente sanguineo.”

El acetaminofén es un farmaco particularmente afectado en su absorcion, dado que es
dependiente del vaciamiento gastrico. Se ha reportado que la relacion entre vaciamiento
gastrico y absorcion de acetaminofén puede establecerse en al menos 2 formas diferentes,
una donde el inicio del vaciamiento gastrico esta retrasado y hay un tiempo de latencia en la
fase de absorcion, otra donde se obtiene un incremento rapido en la concentracion
plasmatica de acetaminofén después de su administracion.”

Con el proposito de caracterizar la disposicion farmacocinética del acetaminofén en mono
Rhesus macho (Macaca mulatta) posterior a la administracion oral de una dosis de
100mg/Kg de acetaminofén, antes y después de una LTME. Se determin6 la variabilidad de
la disposicion del farmaco en un solo primate sin lesion alguna (tratamiento control) en
diferentes lapsos de tiempo, y la variabilidad farmacocinética en diferentes monos (n=4)
bajo condiciones similares de administracion.

Los perfiles temporales de concentracion plasmatica del acetaminofén contra tiempo,
obtenidos en los cuatro estadios para un solo primate (mono A) sin intervencion quirtirgica
alguna, después de una administracion oral del farmaco. se presentan en la figura 5. donde
puede apreciarse una variabilidad entre ellos no obstante la administracion del farmaco fue
bajo las mismas condiciones. En los cuatro perfiles obtenidos a los diferentes tiempo
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(condicion inicial, 24 horas, 15 dias y 2 meses después), se observa un tiempo de latencia
(figura 5), donde si bien es cierto 1a Cpay ¥ €l Tiax (cuadro 8) se mostraron variables. esto
no se ve reflejado en la biodisponibilidad total alcanzada por el farmaco (ABC) como
puede observarse en los cuadros 8 y 9. Los pardmetros farmacocinéticos promedio
obtenidos para este mono, Cpax ¥ Tmax (cuadro 9), no contradicen lo previamente reportado
en humanos, y muestran una variabilidad parecida (Cuadro 3), sugiriendo que el
comportamiento farmacocinético obtenido es semejante en monos y humanos.

Una variabilidad similar en los parametros farmacocinéticos se obtuvo en los perfiles
plasméticos de acetaminofén de cuatro monos Rhesus mas (Figura 7). Observandose en un
caso (mono 4) donde se alcanzaron concentraciones plasmaticas inmediatamente después
de la administracion, en tanto que en el resto de los monos se observé un retraso en la
absorcion de acetaminofén (Cuadro 10). Comportamientos que no contradicen a lo
reportado previamente para este farmaco donde establecen que la dependencia de su
absorcion esta en funcion del vaciamiento gastrico y ¢sta puede presentarse: a través de un
incremento rapido o lento (con tiempo de latencia) de las concentraciones plasmaticas de
acetaminofén después de la administracion del farmaco que indican un vaciamiento
gastrico rapido o lento rr;:specti\famente.2

Ademas algunos primates exhibieron en su curva de concentracion plasmatica dos picos
maximos de absorcion, que indican un vaciamiento gastrico interrumpido por un periodo
. . < . 34

inactivo del tracto gastrointestinal, tal y como lo refieren algunos autores.

Como se ha mencionado una LTME es una afliccion catastrofica que resulta no solo en un
perjuicio o alteracion de la sensibilidad y la actividad motora por debajo del sitio de lesion:
también conlleva a alteraciones importantes metabolicas y sistémicas. La disfuncion del
sistema nervioso autébnomo resulta en cambios hemodinamicos, los cuales pueden influir en
la disposicion del farmaco, y particularmente podria ser importante este hecho, durante la
fase aguda de una LTME, donde los pacientes reciben un nimero importante de farmacos
incluyendo agentes neuroprotectores (metilprednisolona), anticoagulantes, agentes
vasopresores, vasodilatadores, farmacos para disminuir los niveles de glucosa y los niveles
de lipidos. En esta etapa conocida también como choque espinal. se presenta un volumen de
circulacion bajo, alteraciones cardiovasculares y una disminucion importante en la
distribucion del flujo sanguineo hacia érganos vitales, incluyendo al higado, conduciendo
de igual forma a cambios significativos en la distribucion y eliminacion de farmacos.”” Los
cambios hemodinamicos generados por la LTME, a nivel de las vértebras TS-T12, provoca
una desconexion del Sistema Nervioso al aparato gastrointestinal, y dicha desconexion
produce una disfuncién del tracto gastrointestinal durante el choque espinal, la principal
alteracion esta relacionada con la muy lenta motilidad del tracto que en muchos casos llega
a paralizarse (ileon)™"". En estados cronicos cerca del 30% de los pacientes tienen
significativos problemas gastrointestinales que pueden alterar su calidad de vida.
relacionado a prolongado transito gastrointestinal y lento vaciamiento gastrico.” Los
principales sintomas son: molestia abdominal, distension abdominal, constipacion y
dificultad para evacuar.””" Si bien es cierto que hasta el momento se han reportado
alteraciones farmacocinéticas en presencia de una LTME durante la etapa aguda de la
lesion en estudios con modelos experimentales con ratas, no existe referencia alguna en
clinica (pacientes con LTME) explicable por las condiciones éticas que conlleva un estudio
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de este tipo, sin embargo es importante definir el grado de alteracion farmacocinética
posible en la etapa inicial de la lesion.

Los reportes clinicos en cinética de farmacos en LTME son frecuentemente anécdotas:
porque es extremadamente dificil ejecutar estudios farmacocinéticos sistematicos en
pacientes con LTME, ante la dificultad de controlar la importante variabilidad
interindividual debida a la intensidad, extension y localizacion del daiio.”’

La  investigacion en  poblacion con LTME en el  comportamiento
farmacocinético/farmacodinamico de medicamentos analgésicos cominmente prescritos
tales como los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) (ejemplo: acetaminofén,
ibuprofeno, naproxeno, aspirina), y sus analogos opiaceos o narcoticos son escasos. El
acetaminofén es ampliamente prescrito a pacientes con LTME como un analgésico-
antipirético, donde la influencia de la lesion sobre vaciamiento gastrico y la motilidad
gastrointestinal parecen influenciar la absorcion del acetaminofén y otros farmacos ¢n estos
pacientes. "

Teniendo como base lo anterior la siguiente etapa del estudio, consistié en evaluar la
farmacocinética del acetaminofén, 24 horas, 15 dias y 2 meses después de-una lesion
medular por compresion en tres monos con intensidades diferentes, y otro por seccion
completa. El estudio a las 24 horas se considero en el proyecto como la etapa aguda, a los
15 dias como la etapa subaguda y dos meses después de la lesion se considerd como etapa
cronica. El disefio experimental propuesto ofrece la ventaja de determinar la influencia de
la LTME sobre la farmacocinética de acetaminofén en cada etapa contra su propio control,
al realizar un estudio farmacocinético a los cuatro monos antes de la lesion.

Se eligié al acetaminofén, considerando que hay evidencia clinica en etapa cronica y
experimental en modelo en rata (etapa aguda g/ cronica) que su biodisponibilidad oral esta
alterada por la presencia de una LTME,""***" ya que su biodisponibilidad oral ha sido
usada como un marcador de vaciamiento gastrico y esto ha sido demostrado tanto en
estudios en humanos como en animales que evidencian que su absorcion depende
directamente del proceso fisiologico,™® por lo que la caracterizacion de la
biodisponibilidad oral del acetaminofén en un modelo experimental (usando monos) con
gran similitud al humano puede ser de utilidad para el entendimiento de la evolucion de la
funcion gastrointestinal en etapas diferentes posteriores a la LTME, dado que estudios
clinicosj!}zﬂ}l]jgvidenciado que pacientes con LTME presentan impedimento en su vaciado
gastrico™ ",

Los cursos temporales de acetaminofén obtenidos a las 24 horas después de la lesion,
(figuras 9 a 12) exponen que la LTME produce una reduccion en las concentraciones
maximas alcanzadas cuando se compara contra su control (animales sin cirugia) como se
observa en las figuras 13a y 13b; sugiriendo una disminucion de la motilidad
gastrointestinal con el consecuente retraso en vaciamiento gastrico provocado por la
presencia de la LTME en los cuatro monos lesionados. induciendo la reduccion en la
biodisponibilidad oral de acetaminofén, en algunos casos hasta del 90% (figuras 14a y
14b); comportamiento observado en otros estudios utilizando el modelo de lesion medular
en 1‘:11135_.39 y en otros farmacos tales como salici!atos,m fenac:etina,25 cic[osporinas,” etc.
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Figura 13. Comparacion de concentraciones maximas (13a) y tiempos miaximos (13b) de acetaminofén
(100mg/Kg po) en las distintas intensidades de lesion, a las 24 horas de la LTME contra su propio
control sin lesion.
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Figura 14. Comparacién de la biodisponibilidad oral (ABC,.,) del acetaminofén obtenido en los monos
sin lesién y a las 24 horas de la LTME (Fig 14a) y el porcentaje del ABC,, a las 24 horas obtenido con
respecto a su control Fig 14b.

La reduccion en las concentraciones plasmaticas de acetaminofén 24 horas después de la
lesion medular, aparentemente es temporal ya que como se observa en los perfiles
plasmaticos del farmaco en etapa subaguda o quince dias después de la lesion, en algunos
monos hubo un recobro de la Cy,y, comparados contra sus respectivos estudios antes y 24
horas después de la LTME (figura 9 y 12). La representacion grafica de esta situacion
puede observarse en las figuras 15a y 15b de la misma forma sucede con la
biodisponibilidad oral del acetaminofén como se observa en las figuras 16a y 16b, estos
resultados sugieren que las alteraciones en vaciamiento gastrico probablemente no
dependen completamente de las funciones relacionadas a la actividad locomotora del
animal de la misma forma como lo refiere Garcia-Lopez (1997), quien observo una
recuperacion en la biodisponibilidad oral de acetaminofén a 12 dias después de la LTME en
un modelo experimental con ratas: no obstante los animales sometidos a LTME
presentaban paraplejia completa.”
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Figura 15. Comparacion de las concentraciones miaximas (15a) y tiempos maximas (15b) de
acetaminofén (dosis 100mg/Kg via oral) en las diferentes intensidades de LTME hasta los 15 dias.

8000 16a
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

OSin lesion
E24 horas
@15 dias

ABCg, pg.min/mL

90% 100% Secc. Compl
Intensidad de LTME

350 16b
300
250
200
150
100

0O Sin lesion
B 24 horas
@15 dias

% ABCy. pg.min/mL

Intensidad de LTME

Figura 16. Cambios en la biodisponibilidad del acetaminofén en las diferentes intensidades de lesion a
los 15 dias con respecto a los resultados obtenidos antes y 24 horas después de la LTME (16a), y en la
figura 16b se representa el porcentaje del ABC,, con base a lo obtenido con su control.
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A los dos meses después de la lesion o etapa cronica en nuestro estudio, nuevamente se
obtiene una disminucién y un retraso en las concentraciones plasmaticas maximas de
acetaminofén en los cuatro primates (figuras 17a y 17b), que origina una disminucion en la
biodisponibilidad oral de dicho farmaco (figura 18a y 18b). Estos resultados indican que
hasta dos meses después de la lesion medular experimental en primates no humanos un
retraso del transito gastrointestinal pudiera estarse manteniendo como resultado de la
LTME, condicion que puede impactar desfavorablemente en la eficacia terapéutica de la
medicacion oral del acetaminofén.

60 17a
§ 50
o
£
g 40 OSin lesion
3 B 24 horas
< 30 .
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-@ 20 B2 meses
& 10
0 |
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Intensidad de LTME
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Intensidad de LTME

Figura 17. Comparacion de las concentraciones maximas de acetaminofén (17a) y los tiempos maximos
(17b) en las diferentes intensidades de lesion en las cuatro etapas de la LTME,
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Figura 18. Comparacion del ABCy, (18a) y porcentaje de ABC,, (18b) del acetaminofén obtenido en
cada intensidad a las 24 horas, 15 dias 2 meses después de la LTME.

Los resultados anteriores difieren de lo reportado en estudios con ratas, donde la inhibicion
de la motilidad gastrointestinal parece desaparecer a partir de los 10 dias después de la
lesion, esto es explicado por el hecho de que en contraste a los humanos. las ratas
recuperan su habilidad para la defecacion. y ésta puede ser la razon por la cual la
inhibicion de la motilidad gastrointestinal desaparece después de este periodo de tiempo. "’
en tanto en los humanos o primates no humanos con lesion medular la recuperacion de la
motilidad gastrointestinal en este lapso de tiempo pudiera no estarse llevando a cabo.

Se ha reportado que la magnitud de las alteraciones gastrointestinales relacionadas con la
absorcion oral de farmacos parece depender del nivel e intensidad de la lesion.**" En este
estudio, el nivel de la lesion se mantuvo constante (vértebra toracica T9) vy la intensidad de
la lesion medular se establecié como: lesion leve y moderada a la lesion medular provocada
por compresion mediante un globo epidural del 50 y 90-100% de inflacion del globo
respectivamente, la lesion severa se provocd por una seccién completa. Los resultados
obtenidos con este modelo experimental para acetaminofén, no reflejan claramente la
influencia de la intensidad de la lesion sobre la alteraciéon en la biodisponibilidad oral del
acetaminofén, al no evidenciar una mayor alteracion en ésta al incrementarse la severidad
del dafio a las 24 horas y 15 dias (figuras 18a y18b), sin embargo a los 2 meses hay una
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tendencia de que a mayor intensidad de la lesion; hay una notable disminucion de la
biodisponibilidad oral del farmaco (figura 19a) Aunque esto no se refleja claramente en el
mono con compresion de 50%, ya que su biodisponibilidad disminuye aproximadamente
un 65%, mientras el mono con 90% de compresién la disminucion fue de 22%, el mono
con 100% de compresion fue de 74% y mono con seccion completa fue de
aproximadamente 88% como se observa en la figura 19b. Muy probablemente debido al
escaso nimero de animales de experimentacion (monos Rhesus) usados, no se manifiesta
adecuadamente que el tiempo transcurrido posterior a la LTME y la intensidad de la lesion,
son significativamente determinantes en la biodisponibilidad oral del acetaminofén.
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5000 nena

E-3
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50% 90% 100% Secc. Compl
Intensidad de LTME
19b
100 —
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B 2 meses

40

%ABCqy pg.min/mL

20

50% comp 90% 100% Secc. Compl
Intensidad de LTME

Figura 19. Comparacion en el ABCy, en las cuatro intensidades de lesion antes y a los 2 meses de la
LTME (19a), y porcentaje de la disminucion en biodisponibilidad oral del acetaminofén a los 2 meses o
etapa cronica (19b).

Si se considera que la LTME no es un estado estitico, por que puede describirse la
presencia de una lesion primaria atribuida al trauma mecanico inmediato (lo que provoca la
lesion) seguida por una lesion secundaria que incrementa el dano neuronal original, por la
presencia de multiples sustancias toxicas endogenas liberadas por las neuronas danadas en
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el area de la lesion y la perturbacion de la microcirculacion existente, que conducen
simultaneamente a varios cambios compensatorios, tales como el proceso de cicatrizacion y
plaslicidad_,' ﬁlos cuales involucran la intervencion del sistema nervioso central y
auténomo.”**® Como consecuencia de estos cambios pudo ocurrir, un recobro parcial de las
funciones somaticas y autonomicas. Esto probablemente explique, por que bajo nuestras
condiciones experimentales, exista o no una paraplejia permanente. Las alteraciones en la
absorcion del acetaminofén por una LTME pudieran revertirse en un lapso de tiempo corto
después de la lesion (15 dias después), no obstante el resultado global de las alteraciones en
la biodisponibilidad del farmaco en nuestro disefio experimental empleando monos, se
manifiesta como un disminucion de la biodisponibilidad del farmaco en lapso de tiempo
mayor posterior a la lesion (2 meses), sugiriendo que la LTME en monos puede causar un
retraso en la vaciamiento gastrico, similar al reportado en estudios clinicos de LTME en
etapa cronica, donde posterior a un afio de la lesion, los pacientes contintan manifestando
retraso en vaciamiento ;:,weistrico.M‘38
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VIIl. CONCLUSIONES

» El método analitico empleado para cuantificar acetaminofén en plasma de mono
es confiable en el intervalo de 2.5 a 80ug/mL.

» La variabilidad farmacocinética del acetaminofén después de una dosis de
100mg/Kg de peso administrada por via oral observada en monos Rhesus es
semejante a lo reportado en humanos.

» Lalesion medular por compresion o seccion completa en etapa aguda (24 horas)
disminuye la biodisponibilidad oral del acetaminofén.

» Los monos con lesion medular por compresion muestran un aparente recobro de
la biodisponibilidad oral del farmaco en la etapa subaguda (15 dias); no asi el
mono con seccion completa.

» Dos meses después de la lesion medular por compresion y seccion completa
(etapa cronica) la disminucion en la biodisponibilidad oral de acetaminofén
tiende a establecer una dependencia directa a la intensidad de la lesion.

» El modelo experimental de LTME en monos Rhesus pueden ser un modelo
adecuado para la caracterizacion de las alteraciones sistémicas y metabdlicas asi
como los cambios farmacocinéticos que se generan en las etapas aguda y
cronica de la lesion medular.
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ANEXO
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