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INTRODUCCION

I. INTRODUCCION.

En la actualidad la lesion traumatica de medula espinal (LTME) ha captado el interés de
diversas disciplinas cientificas y tecnolégicas, dado que dicha lesion en humanos representa
un problema socioecondmico y emocional de gran magnitud. Su manejo integral es muy
complejo por lo que requiere de la intervencién de un gran grupo interdisciplinario y de
tecnologia especializada, desde el momento de ocurrido el accidente hasta la rehabilitacion
del paciente generalmente con graves secuelas neurolégicas permanentes.

Hasta a mediados de los afios cuarenta, la mayoria de los pacientes con LTME morian
durante las primeras horas como resultado del trauma inicial, o en las siguientes semanas a
consecuencia de infecciones y otras complicaciones. En la actualidad se ha mejorado
notablemente la posibilidad de sobrevivencia, sin embargo la incidencia de morbi-
mortalidad sigue siendo considerablemente elevada, aun en los centros de atencidn
especializados en este tipo de lesion.

Una lesion de la médula espinal puede ocurrir debido a un golpe, compresion o dafio
debido a una enfermedad de la columna vertebral o la médula espinal. En la mayoria de las
lesiones de la médula espinal, los huesos de la espalda o vértebras pueden presionar la
médula e inflamarla, o bien desgarrar el cordon espinal y/o sus fibras nerviosas. Una
enfermedad o infeccion puede causar resultados similares.

Como consecuencia de ello se alteran funciones motoras, sensitivas y vegetativas.
Dependiendo del nivel donde se produce esa interrupcion, puede darse una paraplejia
(parélisis de los miembros inferiores) o una tetraplejia (paralisis de miembros inferiores y
superiores).

Ademas de las alteraciones antes mencionadas existen de igual manera complicaciones
como son las infecciones de vias urinarias, de manera que es necesaria la administracion de
antibidticos como el ciprofloxacino, un antimicrobiano del grupo de las quinolonas, que es
un agente eficaz contra bacterias grampositivas y gramnegativas.

Una lesion medular no significa Unicamente no poder andar, es también tener alterada la
fisiologia (sensibilidad corporal, las relaciones sexuales, alteracion del control de esfinteres,
etc.) por lo que la persona pasa de una vida sana e independiente a tener que adaptarse a
una nueva situacion personal y a nuevas formas de vida y relacion con el entorno.

El objetivo de la terapéutica es obtener un resultado benéfico sin o con efectos adversos
minimos. Cuando se ha seleccionado un medicamento para un paciente, el clinico debe
determinar la dosis mas aproximada a este objetivo. En un procedimiento racional, se
combinan los principios de la farmacocinética y la farmacodinamia para determinar la
relacion dosis-efecto. EI conocimiento de la relacion entre las concentraciones y los efectos
de un farmaco permiten tomar en cuenta las diversas caracteristicas patoldgicas y
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fisiologicas de un paciente en particular que lo difieren del individuo promedio en cuanto a
la respuesta al farmaco. Por tanto, la importancia de la farmacocinética y la
farmacodinamia en los cuidados del paciente se basa en mejorar los beneficios terapéuticos,
y en la reduccién de la toxicidad que pueden lograrse aplicando sus principios.®

La dosis promedio de un farmaco se determina mediante pruebas realizadas en
voluntarios sanos, asi como en pacientes con capacidad promedio de absorber, distribuir, y
eliminar el farmaco. Sin embargo, ésta dosis no serd adecuada para todos los pacientes.
Varios procesos fisioldgicos y patoldgicos (como insuficiencias cardiacas y renales),
sugieren ajustes necesarios en la dosificacion para pacientes individuales, dado que estos
procesos modifican parametros farmacocinéticos especificos.) En particular para
individuos con lesion traumética de meédula espinal las alteraciones metabdlicas y
sistémicas provocadas por esta pueden inducir cambios en la disposicion de algunos
farmacos.®™

El objetivo de éste estudio fué determinar la farmacocinética de ciprofloxacino en
primates no humanos de la especie mono rhesus con lesion medular experimental
provocada por dos métodos diferentes, el método de compresion al 90-100% y seccidn
medular a nivel de la vértebra toracica 9 (T9). En una primera etapa obteniendo la
farmacocinética de ciprofloxacino en individuos sanos aproximadamente del mismo peso y
edad, administrando una cantidad equivalente de 10 mg/Kg de ciprofloxacino por infusion
intravenosa en 30 minutos, a partir del cual se tomaron muestras de sangre antes de la
administracion del farmaco y a los 7.5, 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240, 360, y 600 minutos
después de la administracion. Una vez terminado el muestreo se le dio tratamiento a cada
una de las muestras, posteriormente fueron analizadas por medio de la cromatografia de
liquidos de alta resolucion (CLAR), determinando la farmacocinética en estado sano.

En la segunda etapa del estudio, se sometié a cada individuo a una lesion medular a nivel
T9 por método de compresion medular dos intensidades 90% y 100% o seccién completa,
24 h después de la lesion se realizd nuevamente el estudio farmacocinético administrando
la misma dosis de ciprofloxacino por via intravenosa para obtener la farmacocinética antes
y después de la lesidn medular y asi poder determinar los cambios en los resultados
obtenidos en dichos estudios. De igual manera se realizan dos estudios mas a los 15 dias, y
dos meses posteriores a la lesion medular.
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1. MARCO TEORICO.

A. SISTEMA NERVIOSO. ™

Clasicamente se ha dividido el Sistema Nervioso (SN) en un componente central
(SNC), encargado de alojar los centros de procesamiento de la informacion y que
estd formado por el encéfalo y la médula espinal, y un componente periféerico, el
sistema nervioso periférico (SNP), que tiene como misién fundamental vehicular la
informacién desde y hacia el SNC y que se encuentra formado por los pares
craneales y los pares raquideos o nervios espinales.

De ésta manera, el SNC es un procesador de informacion que le llega como
aferencias desde los distintos tipos de receptores (estimulos sensitivos). En el SNC
se examina la informacion y se analiza una respuesta eferente que saldra via SNP,
en busca de los érganos efectores, que pueden ser de distinto tipo: musculares
(respuestas motoras) y glandulares (respuestas humorales), entre otros.

El sistema nervioso central se divide en encéfalo y médula espinal, el primero a su
vez estd compuesto por el cerebro, el cerebelo, y el tronco del encéfalo, y este
ultimo, por el mesencéfalo, la protuberancia y el bulbo raquideo.

Desde un punto de vista funcional, el SN se puede clasificar en:

-SN aferente: hace referencia a los sistemas sensitivos que recogen, transmiten,
analizan, e interrelacionan la informacion sensitiva.

-SN eferente: conjunto de elementos encargados de los movimientos de los
masculos esqueléticos en cuanto a su génesis, control, modulacion, etc.

El sistema nervioso autonomo regula las funciones internas del cuerpo. Consiste
en dos divisiones separadas: 1) sistema nervioso simpatico y 2) sistema nervioso
parasimpatico. Ambos reciben estimulacion de diversos centros cerebrales,
localizados especialmente en el hipotalamo y el tallo cerebral.

De importancia especial entre las funciones simpaticas estan: 1) regulacion del
grado de vasoconstriccion de la piel y, por lo tanto, del grado de perdida del calor
del cuerpo; 2) regulacién del grado de sudoracion por las glandulas sudoriparas, lo
que ayuda también a regular la perdida de calor; 3) regulacion de la frecuencia
cardiaca; 4) regulacion de la presion arterial; 5)inhibicion de la secrecion y los
movimientos gastrointestinales, y por ultimo; 6) aumento del metabolismo en la
mayor parte de las células del cuerpo.®

e
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1. Divisiones Simpatica y Parasimpatica del Sistema Nervioso Vegetativo o
Auténomo.

El sistema nervioso autonomo tiene dos divisiones separadas: simpatica y
parasimpética. Las diferencias entre ambas consisten primero, en las distribuciones
anatomicas de las fibras nerviosas de ambas divisiones que son diferentes entre si.
Segundo, los efectos estimuladores de ambas divisiones sobre los 6rganos suelen ser
antagoénicas entre si. Y tercero, los tipos de sustancias hormonales transmisoras
secretadas en las terminaciones nerviosas suelen ser diferentes entre ambos
sistemas.
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Figura 1. Division del sistema nervioso auténomo. @

a. Anatomia del Sistema Nervioso Simpatico. )

La figura 1, es una representacion esquematica del sistema nervioso simpatico.
Obsérvese la cadena simpatica que se encuentra a cada lado de la médula espinal,
sus conexiones con la medula y con diversos érganos. De manera periodica, a lo
largo de cada cadena se encuentran engrosamientos bulbosos pequerios, llamados
ganglios simpaticos, que contienen cuerpos celulares neuronales.
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Existe un ganglio simpéatico por cada segmento dorsal y lumbar de la médula
espinal, pero solo hay tres ganglios simpaticos sacros, muy pequefios. Las fibras
simpaticas se extienden desde la cadena simpatica hacia todas las visceras del
cuerpo.

Ademas de los ganglios de la cadena simpatica se encuentran otros ganglios mas
en el plexo simpatico de la cavidad abdominal. A partir de los ganglios de estos
plexos se distribuyen casi todas las fibras nerviosas simpaticas terminales hacia los
organos abdominales.

Los nervios simpaticos entran en la cadena simpatica desde la médula espinal sélo
a partir de los segmentos dorsales y los tres primeros lumbares de la médula, y
ninguna entra desde el cuello, parte baja de la regién lumbar o regién sacra. Para
brindar a la cabeza inervacidn simpatica, las fibras se extienden desde la cadena
dorsal hacia arriba de la porcion cervical de la cadena, y a continuacion se
distribuyen a lo largo de las arterias de cuello y cabeza hacia cada 6rgano de esta
ultima. Ademas, las fibras simpaticas se extienden hacia abajo justo por la porcion
lumbar de la cadena simpatica en direccion a la parte baja del abdomen y las
piernas.

b. Anatomia del Sistema Nervioso Parasimpatico.

Las fibras de este sistema se originan principalmente en el décimo nervio craneal,
que es el nervio vago. Sin embargo, algunas fibras se originan en los nervios
craneales tercero, séptimo, octavo y noveno, y también en varios segmentos sacros
de la médula espinal, principalmente S2 a S4.

El nervio vago envia fibras parasimpaticas a corazén, pulmones y casi todos los
organos del abdomen. Los otros nervios craneales envian fibras parasimpaticas
hacia la cabeza, y las fibras sacras inervan la vejiga urinaria y las partes inferiores
del colon y recto. Sin embargo, como aproximadamente el 70 % de todas las fibras
parasimpaticas del cuerpo pasan por el nervio vago, casi todos los fisidlogos, al
pensar en el sistema parasimpatico, lo hacen casi automaticamente sobre el propio
nervio vago.
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2. Médula Espinal. @
Iniciaremos el estudio de las estructuras del SNC, implicadas en el movimiento

por la médula espinal, pues en ella reside el control de los movimientos mas
elementales y de sustrato menos complejo.
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Figura 2. Columna vertebral humana.

La médula se encuentra alojada en el conducto raquideo formado por la columna
vertebral (figura 2); ademas, un saco de duramadre separa el espacio epidural (entre
la duramadre y el hueso) y el espacio subdural, donde la aracnoides y piamadre
recubren la médula. Bajando las capas de la aracnoides se encuentra el liquido
cefalorraquideo, en el que flota la médula, la cual no ocupa todo el conducto 6seo de
la columna, sino que termina en la segunda vértebra lumbar, quedando desde aqui
solo un(tlz%njunto de raicillas nerviosas que por su aspecto se conoce como cola de
caballo.*”

Dando un corte transversal a la médula se pueden observar dos zonas bien
diferenciadas (figura 3): la central, en forma de mariposa constituida por la
sustancia gris (cuerpos neuronales), y la periférica, formada por la sustancia blanca
(fibras o axones).
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Figura 3. Estructura interna de la médula espinal. ©

La estructura de mariposa de la sustancia gris se encuentra constituida por
cumulos de neuronas con disposicion laminar conocidas como zonas de Rexed.
Desde el punto de vista microscépico, la sustancia gris presenta tres partes: las astas
anteriores, las astas posteriores y una zona entre ambas denominada asta lateral. A
su vez en la sustancia blanca se pueden distinguir tres partes: los cordones anterior,

lateral y posterior.

a. Lesion de la Médula Espinal. ©

La lesion de médula espinal es una disrupcion traumatica de la integridad de la
médula, que puede provocar una pérdida de sensibilidad y/o de movilidad. Las dos

principales causas de una le

sion medular son por:

Traumas por accidente automovilistica, caidas, disparos, etc...
Enfermedades como la poliomielitis, la espina bifida, tumores, etc...

Es importante sefialar que la médula espinal no tiene que ser seccionada
completamente para sufrir una perdida de funcion. Una alteracion traumatica de la
médula espinal, esto usualmente resulta en importantes alteraciones sistémicas y
metabolicas, con implicaciones amenazantes para la vida y una rehabilitacion

e |
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retardada, ademas con la posibilidad de presentarse una terapia con medicamentos
inadecuada; debido a los cambios en la disposicion y en la cinética de los farmacos,
provocada por la disrupcion del sistema nervioso autonomo induciendo cambios
hemodinamicas los cuales modifican la absorcion, distribucion y eliminacion de los
medicamentos. © 9

Los efectos de una lesion de la médula espinal varian de acuerdo con el tipo y con
el nivel de la lesion y se pueden dividir en dos tipos:

e En una lesion completa en la que no hay funcionalidad por debajo del nivel
de la lesion. Los movimientos voluntarios asi como la sensibilidad no son
posibles. Las lesiones completas son siempre bilaterales, es decir, ambos lados
del cuerpo se ven afectados del mismo modo.

« Una persona con una lesion incompleta puede tener algo de sensibilidad por
debajo del nivel de la lesion. Las lesiones incompletas son variables, una
persona con este tipo de lesion puede ser capaz de mover mas un miembro que
otro, pueden sentir partes del cuerpo que no pueden mover 0 quizas pueden
tener mas funcionalidad en una parte del cuerpo que en otras.

Aparte de la pérdida de sensibilidad y de la funcion motora, los individuos con
lesion de médula espinal suelen experimentar otros cambios.

Pueden presentar mal funcionamiento de la vejiga y los intestinos. Las funciones
sexuales frecuentemente también se ven afectadas y, en el caso de la eyaculacion, el
hombre normalmente se ve disminuido en sus capacidades normales. Esto conlleva
problemas en fertilizacion, caso contrario a la mayoria de las mujeres. Las lesiones
producidas en un nivel muy alto de la espinal dorsal (C1-C2) suelen dar como
resultado la pérdida de muchos movimientos involuntarios, como la respiracion, lo
que lleva al enfermo a necesitar respiradores mecanicos. Otros efectos pueden
incluir la incapacidad de regulacion del ritmo cardiaco (y por tanto la presion
sanguinea), la reduccion del control de la temperatura del cuerpo, la imposibilidad
de sudar por debajo del nivel de la lesién asi como dolor crénico o incontinencia.(®

En la mayoria de las lesiones medulares, la dura y la aracnoides permanecen
intactas. Las arterias espinales anterior y posterior usualmente son respetadas. Sin
embargo, aun con grados moderados de trauma, pequefios vasos intramedulares
pueden ser lesionados, lo cual produce hemorragia y lesion tisular; la disrupcién
traumatica de estos vasos produce disminucion del flujo tisular, lo cual conduce a
necrosis hemorragica de la sustancia gris central y a cambios vasculares y quisticos
que se extienden a la sustancia blanca. Las alteraciones ultraestructurales consisten
en la apertura de las pequefias uniones del endotelio vascular, separacion del
endotelio de su membrana basal y acumulacién de numerosos trombos de plaquetas.
Dos aspectos deben tenerse siempre presentes:
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a. Los cambios patoldgicos primarios son secundarios a una alteracion de la
microcirculacion
b. Puede ocurrir alguna reaccion metabdlica lesiva después del trauma.

La duracion del choque espinal, es variable, entre dias y semanas en lesiones
severas, minutos-horas en las mas leves. Esta presente tanto en las lesiones
completas como en las incompletas, siendo muy dificil evaluar la extension de la
lesion medular, en relacion con la duracién del choque. La complejidad del mismo,
hace que estén involucrados muchos drganos y sistemas. El choque espinal, esta
causado por la interrupcion de las fibras ascendentes y descendentes (motoras,
sensitivas y autdbnomas), con afectacion temporal de la actividad refleja, paralisis
muscular y visceral (insuficiencia respiratoria) y pérdida de la sensibilidad por
debajo del nivel de la lesion, donde llegan a presentarse complicaciones
vasomotoras, con falta de respuesta venosa y arterial, causando hipotension,
hipotermia y bradicardia. ¢*%

Las alteraciones fisiologicas después de una lesion medular dependen de la
localizacidn, intensidad y el tiempo transcurrido después de la lesion. Estos factores
son una dificultad para caracterizar bajo condiciones clinicas los problemas
presentados posteriores a una lesién medular, debido a las considerables variaciones
interindividuales en pacientes con lesion medular severa. Los modelos
experimentales son una opcion para estudiar los cambios farmacocinéticos ocurridos
después de una lesion medular severa. ™ Los modelos experimentales han sido
usados para inducir la paraplejia bajo condiciones controladas en animales de
laboratorio con el objetivo de reproducir las condiciones del trauma medular en los
humanos, y alcanzar algunas mediciones terapéuticas que ayuden al
restablecimiento de este mal. ™

La informacion proporcionada en los modelos experimentales ha permitido
disefiar una estrategia para mantener los niveles de concentracion plasmatica
efectivos de algunos farmacos tales como la ciclosporinas durante las diversas fases
de una lesion medular severa %, Hasta el momento casi todos los estudios de la
influencia de una lesion traumatica de médula espinal experimental sobre la
farmacocinética de algunos farmacos esta documentada usando como modelo
animal a la rata, y en algunos casos el conejo. ¢®

Las lesiones de la médula espinal son frecuentes y los efectos, por lo general, son
devastadores. En los Estados Unidos hay mas de 200 000 personas con paralisis
como consecuencia de una lesion de médula espinal, son principalmente personas
jévenes, la mayoria victima de accidentes con automoviles o motocicletas. Cuando
la lesion ocurre por debajo de la segunda vértebra lumbar, es probable que sean
dafados los nervios raquideos en la cola de caballo, mas que en la médula espinal.
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En este caso, las pérdidas de funciones sensitivas y motoras es probable que sean
irregulares e incompletas. Pero la recuperacion de nervios periféricos es mas
prometedora que la de una lesion de la médula espinal. Una lesion espinal en niveles
altos a menudo da como resultado una transeccion completa, con un nivel brusco de
interrupcién de funciones sensitivas y motoras. Si se proporcionan buenos cuidados,
es prob(?gle la supervivencia de los segmentos raquideos por debajo del nivel de la
lesion.

b. Paraplejiay Cuadraplejia.

La perdida de fuerza en las extremidades inferiores, como consecuencia de una
transeccion espinal, identifica a una paraplejia. Las lesiones en niveles cervicales
severas dan como resultado una cuadraplejia. Las personas con transeccion en el
nivel del segundo segmento cervical pueden sobrevivir si reciben de inmediato una
respiracion artificial adecuada y en forma permanente, dado que el centro
respiratorio queda separado de los nervios intercostales y frénicos. ?

La médula puede lesionarse por fractura de la columna vertebral o por luxacion,
por heridas penetrantes causadas por fragmentos metalicos de proyectiles o por otras
causas traumaticas. Una seccién horizontal completa causa pérdida de todo tipo de
sensibilidad y movimientos voluntarios debajo del sitio de la lesion. El paciente
queda cuadrapléjico (parélisis de ambos brazos y ambas piernas), si la parte cervical
de la médula espinal esta seccionada, o parapléjico (ambas piernas paralizadas), si la
seccion es entre las intumescencias cervical y lumbar. Hay un periodo inicial de
choque medular, que dura desde unos dias hasta varias semanas, durante el cual esta
abolida toda actividad refleja somatica y visceral. Al regresar la actividad refleja
hay una espasticidad muscular y reflejos tendinosos exagerados. Las funciones
voluntarias de la vejiga y los intestinos quedan fuera de control.

B. LESION MEDULAR EXPERIMENTAL. 49

Los modelos experimentales han sido usados para inducir paraplejia bajo un
ambiente controlado en animales de laboratorio con el objetivo de reproducir las
condiciones del trauma espinal en humanos y alcanzar algunas mediciones
terapéuticas para curar la paraplejia. De forma general, varios modelos
experimentales ofrecen la posibilidad de inducir traumas variando la intensidad del
dafio, pero no todos los traumas resultan en una paraplejia permanente en los
animales. Es por ello importante analizar diferencias entre los diferentes modelos y
diferentes grados de severidad del trauma para alcanzar una clara condicion de la
paraplejia que nos lleve a un mejor entendimiento de las bases anatémicas e
histopatolégicas de la paraplejia que provocaran diversas alteraciones.
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Los animales de laboratorio con severos traumas espinales (paraplejia
permanente) muestran varias disfunciones somaticas y autonomas. De las varias
disfunciones que presentan estan: la hipotermia, problemas de vejiga, y autofagia,
los cuales son de una naturaleza seria. La condicion de los animales con estas
complicaciones tiende a deteriorarse rapidamente. 4

Previo a la descripcion de los modelos experimentales de lesion medular que se
emplearon en este proyecto es importante aclarar algunas terminologias y conceptos
usados en la descripcion de los mismos, los mas relevantes (trauma, trauma umbral,
supraumbral y subumbral) se detallaran inicialmente y algunos otros se presentan de
forma gréfica en las figuras.

1. Traumas umbrales, supraumbrales y subumbrales. ™V

Trauma o lesién medular. Generalmente en términos clinicos esta definido como
un trauma provocado por contusion, compresion, corte, o laceracion, sobre la
médula. Estos términos reflejan finalmente los cambios anatémicos observados
provocados por las diferentes técnicas de lesion medular, y en algunos casos
describen los instrumentos o técnicas usadas en la lesion. .

Trauma umbral o supraumbral. Es el trauma que conlleva a un sindrome
parapléjico permanente.

Trauma subumbral. Trauma que no produce una paraplejia permanente y el
término de paraplejia transitoria puede ser propiamente aplicado.

La Figura 4 ilustra la naturaleza del trauma y las condiciones patoldgicas en la
médula espinal seguidas de una lesion severa tipo laceracion, observandose: a) En el
momento en el que ocurre el trauma, las regiones del trauma directo primario (dpt)
por sus siglas en inglés, y el trauma indirecto primario (idpt) por sus siglas en
inglés, pueden ser distinguidas. La region del trauma directo primario (dpt), esta
definida por la regién de la médula espinal la cual esta directamente afectada por el
corte quirtrgico o el impacto por la caida de un peso definido sobre la médula
espinal y el tejido que esta extirpado o necrosado en el momento del trauma. La
region del trauma indirecto primario (idpt) contiene masa neuronal y axones
esparcidos por el bisturi o las tijeras quirdrgicas, y en ésta etapa ellos parecen
intactos, pero afectados a tal grado que ninguna manipulacion posterior o condicion
patolégica podra inducir regeneracion en ellos. b) Después del trauma primario los
cambios observados mas importantemente son la hemorragia, el edema y la
isquemia. Estos son conocidos como cambios patoldgicos secundarios (spc, por sus
siglas en inglés) subsiguientes al trauma primario. Estos ocupan la region del trauma
indirecto primario asi como también mas alla del parénquima de la médula espinal.
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c) Después de las condiciones patoldgicas secundarias, se presenta un hundimiento,
y cambios progresivos degenerativos (pd, por sus siglas en inglés) son observados
en la médula espinal. Estos pueden presentarse como una ligera atrofia, una
reaccion glial en la forma de proliferacion glial e hipertrofia glial, desmielinizacion
y/o degeneracion de los axones sobrantes. El efecto acumulativo de éstos cambios
traumaticos y patoldgicos severos es la completa o parcial ruptura de la médula
espinal.

Fig. 4. Representacion esquematica de la naturaleza del trauma y condiciones histopatoldgicas de la
médula espinal seguida de una lesion severa tipo laceracion. %)

2. Tipo de Modelos Experimentales para inducir lesién medular. %

De forma general existen tres modelos experimentales para inducir un trauma en
la médula espinal: modelo de caida de un peso, el modelo de corte y el modelo tipo
laceracion. Cada modelo tiene muchas variaciones, pero su objetivo es el mismo.
No obstante todos los modelos experimentales tienen todos los constituyentes de un
dafio es decir, los traumas directos e indirecto primarios, condiciones patoldgicas
secundarias y cambios progresivos degenerativos, difieren en la predominancia de
una condicién sobre otra. Por ejemplo, el modelo de caida de peso se caracteriza
predominantemente por cambios patolégicos secundarios, el modelo de corte por el
trauma directo primario en tanto en el modelo tipo laceraciones se caracteriza por
cambios degenerativos progresivos.
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Cada uno de los modelos experimentales, estan ademas caracterizados por sus
propias y unicas acepciones, ventajas y limitaciones, no obstante, el resultado final
es una lesion medular que dependiendo de la intensidad y el nivel de lesién puede
provocar una paraplejia o tetrapejia.

Es esencial por lo tanto conocer sus caracteristicas para determinar la magnitud de
las conclusiones de determinado estudio dependiendo del modelo experimental
estudiado.

a. Modelo de Ruptura por Corte (Seccién). *?

Este modelo es un trauma inducido en la médula espinal, es aplicado
comdnmente en la neurobiologia. Las lesiones por corte pueden variar
considerablemente en el plano transverso resultando en hemiseccion, seccién
unilateral o bilateral parcial, o completa seccion bilateral de la médula espinal. Bajo
éstas condiciones experimentales Unicamente las lesiones bilaterales completas
resultan en una paraplejia permanente.

1). Técnica.

En una anestesia profunda la médula espinal es expuesta para la lesion.
Generalmente los niveles toracicos bajos de la medula espinal son las regiones
preferidas para hacer este tipo de lesion. Bajo un microscopio quirurgico, la médula
espinal es cuidadosamente seccionada con un bisturi o navaja quirdrgica. Algunos
investigadores emplean equipo de electro-cauterizacion para dafiar la médula
espinal directamente y controlar al mismo tiempo le hemorragia. Es probable que
otros investigadores que usen un bisturi o navaja quirdrgica para hacer las lesiones
también wusen electro cauterizacion o electrocoagulacion para controlar la
hemorragia después de la lesion.

La electro-cauterizacion o electrocoagulacion para hacer la lesién directamente o
para controlar la hemorragia seguida a la lesion por otro instrumento quirurgico, el
cual tiene una gran velocidad de quemado y de la formacion de la cicatriz glial en el
sitio de la lesion, resaltando su importancia en el hecho de que bajo estas
condiciones ni el tejido neuronal es removido del sitio de la lesion o una gran
cantidad de tejido neuronal necrético esta adherido en la hoja de bisturi detréas del
sitio de la lesion.
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2). Objetivo.

El objetivo de este modelo experimental de lesion es el corte de las fibras axonales
en la materia blanca de la médula espinal. En este tipo de lesion, el trauma primario
directo se presenta por el corte de los axones en la materia blanca, en la materia gris
y en los vasos capilares que estan en el trayecto del corte. Este tipo de lesiones son
relativamente limpias en linea recta y limitado en la extension caudo-rostral. Bajo
condiciones experimentales la region del trauma primario indirecto esta restringida,
y cercana a los bordes de la lesion. Sin embargo, otras varias manipulaciones de
médula espinal, tal como presionar y secar la médula espinal por presién con una
gasa, puede contribuir a un incremento en el trauma primario indirecto, y de este
modo, ampliar la zona de la lesion. Dos consideraciones importantes deben tomarse
en cuenta en el desarrollo de éste modelo experimental, primeramente las lesiones
hechas por corte no son descritas en términos cuantitativos o semicuantitativos, y
por lo tanto las lesiones reportadas en algunos estudios no son comparables y esto
afecta la reproducibilidad de los experimentos. Segundo, en la mayoria de los
estudios la naturaleza y el grado inicial del trauma no es descrito del todo.

Fig. 5. Lesion medular por corte parcial. ¥

Generalmente es la apariencia final de la lesidn lo que esté descrito, y a menudo es
confuso con el trauma inicial. Las diferencias marcas por cada técnica de lesién de
importancia critica, particularmente cuando el estudio corresponde al aumento o
regeneracion axonal siguiendo algun tratamiento experimental especial en animales.
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En la figura 5 la imagen muestra el desarrollo de los eventos patoldgicos seguidos
de un corte o seccion parcial en la médula espinal con un bisturi. a) El corte de la
médula espinal en el trauma directo primario (dpt), por més del 80-90 % en plano
transverso implica la seccion de la materia gris y una gran cantidad de materia
blanca. En éste caso, implica la seccion total de todos los axones en el funiculo
dorsal y lateral, y algunos axones en el funiculo ventral. b) Seguida de una cantidad
de reaccidn patoldgica secundaria (spc) se observa en la médula espinal, en forma
de hemorragia, edema e isquemia. Estas condiciones patoldgicas secundarias son
limitadas cercanamente al sitio de lesion y pueden o no extenderse a lo largo del
cordon de parénguima. ¢) Como las condiciones patologicas secundarias se
evidencian y la masa neuroética esta claramente por fuera, la lesién aparentemente
crece a lo largo como resultado de la inmersion de la médula. No obstante lo
anterior, la médula no llegard a estar completamente dafiada. Algunos axones
cercanos a la lesion, que fueron sujetos a un trauma primario indirecto, aparecen
fragmentados y dafiados, pero algunos lejanos a la lesion estan intactos. Los
animales con un nimero pequefio de axones preservados como se muestra en la
imagen, muestran una recuperacién espontanea del sindrome parapléjico transitorio.

—pt

sSpc

Fig. 6. Lesion medular por corte completo (seccién completa).

El desarrollo de los eventos patoldgicos seguidos de un corte o seccién total en la
médula espinal con un bisturi, se presenta en la figura 6. a) Una lesion tipo seccién
severa total de la médula espinal involucra dafio en toda la materia gris y todos los
axones en la materia blanca. En éste trauma directo primario (dpt), no existe
continuidad parenquimnal entre las dos terminaciones del corte en la médula
espinal. b) Posterior al corte, una gran cantidad de reacciones patoldgicas
secundarias (spc) son observadas en el parénquima de la médula espinal en forma de
hemorragia, edema e isquemia. Estas condiciones patoldgicas secundarias son
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generalmente limitadas y confinadas al sitio de la lesion y no se extienden a lo largo
de la medula espinal. ¢) Como las condiciones patoldgicas secundarias se asientan y
el tejido necrotico es eliminado, los dos extremos de la médula espinal son
lejanamente separados como resultado de la depresion realizada. Cambios
progresivos degenerativos (dp) podrian estar presentes, pero dependiendo de las
técnicas empleadas en el control hemorragico pueden o no ser extensivos. Los
animales con estas lesiones son parapléjicos permanentemente.

b. Modelo de contusion por caida de peso o compresion. ™V

La técnica de contusion es desarrollada por Allen en 1911, con el objetivo de
inducir una contusion en un trauma tipo compresion de manera cuantitativa. Esta
técnica es usada de una manera muy extensa por los patélogos, neuropatologos, y ha
sido modificada por varios autores. En la literatura un historial a fondo y un aspecto
técnico de éste modelo ha sido revisado por varios investigadores en este campo.

1) Técnica.

Para este tipo de traumas, los animales son anestesiados de manera profunda, y la
médula espinal es expuesta en la zona en que se desea provocar la lesion. Un peso
predeterminado se deja caer sobre la médula espinal expuesta en tal caso, de modo
que la caida provoque una lesion bilateral en el septo posterior. Con ésta técnica la
fuerza del impacto en la médula espinal puede ser determinada, y de este, modo la
intensidad de la degradacion del trauma es cuantificado. Con el paso de los afios, se
han presentado varias modificaciones a esta técnica, incluyendo compresion por una
canula inflable que es introducida en la médula espinal.

2). Objetivo.

El objetivo de ésta técnica es generar un trauma por contusion o por compresion
en la médula espinal sin cortar los axones de la materia blanca o de la materia gris
directamente. Desde este punto de vista, el trauma primario directo es la compresion
de la médula espinal bajo el peso por la duracion del impacto. Desde el sitio del
impacto es identificable los efectos del trauma primario directo, el cual se denotara
como la formacién de un hematoma, sin embargo la contusion por caida de un
objeto podria ser impreciso y provocar un desarrollo de trauma primario indirecto
no uniforme, en la figura 7, se ilustra el desarrollo del trauma equilibrado, al realizar
el impacto sobre la médula de forma centralizada a ésta.
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Fig. 7. Lesién medular por caida de peso. ™V

La figura 7, ilustra el desarrollo de los cambios patolégicos en la médula espinal
seguido por un trauma de tipo contusion inducido por la técnica de caida de peso,
cuando éste es realizado de forma centralizada. Estas ilustraciones muestran los
cambios histopatoldgicos bajo trauma de subumbral. a) La compresion del tejido
directamente representa el trauma primario directo (dpt) por sus siglas en inglés.
Con eésta técnica, los cambios traumaticos son observados en un modo tipo
gradiente. Esto es el maximo alargamiento del aspecto dorsal donde el tejido es
directamente afectado por el impacto, y un alargamiento minimo del aspecto ventral
donde el tejido no es afectado por el impacto directo. Los cambios traumaticos del
impacto son observados siguiendo un gradiente dorso-ventral y proximo distal. b)
Poco después de inducir la lesion, el trauma primario cambia y también las
condiciones patologicas secundarias (spc, por sus siglas en inglés) pueden
evidenciarse. Los cambios del trauma primario en éste caso incluyen disrupcién de
los elementos neuronales y neurogliales en la materia gris, los dafios en la
vasculatura parenquimal y subdural, que provocan dafios en la mielina y fragmentan
los axones en el gradiente dorso-ventral. La condicion patologica secundaria se
caracteriza por una excesiva cantidad de hemorragia y edema, y esto se propaga a
manera de un gradiente en la médula espinal. ¢) Despues, la masa necrotica tiende a
ser despejada y las condiciones patoldgicas secundarias inducen un hundimiento en
la médula espinal provocando una compresion de la misma, primordialmente en la
zona inicial de la contusién. Los axones en el funiculo dorsal y lateral estan
severamente dafiados, y la materia gris en la zona del impacto esta llena de
elementos gliales reactivos. En el funiculo ventral, aparecen algunos axones
gradualmente degenerados por el resultado de los cambios degenerativos
progresivos (pd, por sus siglas en inglés), y otros aparecen intactos.
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Los animales con éste tipo de trauma pueden o0 no presentar completa
recuperacion en todos los reflejos, y una considerable recuperacion de las funciones
locomotoras y de soporte voluntarias, dependiendo de la intensidad y nivel de la
contusion.

Fig. 8 Lesion medular por caida de peso. %

Los cambios histopatoldgicos en la médula espinal siguiendo un supraumbral
inducido por un trauma tipo contusion se presentan en la figura 8, donde: a) La
compresion del tejido de la médula espinal es directamente bajo el objeto que
provoca la contusion, al igual que el trauma tipo corte, también se representa el
trauma primario directo (dpt). Un trauma supraumbral afecta totalmente la médula
espinal a lo largo del eje dorso-ventral sin alguna evidencia del cambio del
gradiente. Conceptualmente, la totalidad de la médula espinal en éste grosor es en la
fase inicial del gradiente traumatico, de ahi que toda la estructura sea severamente
afectada. b) Seguido del trauma, los cambios traumaticos primarios las condiciones
patolégicas secundarias (spc), pueden ser observadas. Los cambios traumaticos
primarios incluyen disrupcion de neuronas y células gliales en la materia gris, dafio
parenquimal y subdural en los vasos sanguineos, y rompimiento de la mielina y
fragmentacion de los axones en todo el funiculo. Las condiciones patoldgicas
secundarias, particularmente hemorragia y edema, son observados y son propagados
por todo el grosor de la médula espinal a lo largo de la zona del impacto y también
en el parénquima de la médula espinal fuera de la zona del trauma. éstos cambios
son muy extensos a lo lejos si se encuentra un trauma de impacto de supraumbral. c)
Después, la masa hemorragica tiende a ser eliminada y las condiciones patoldgicas
secundarias inducen un tipo hundimiento originando que la médula espinal se torne
altamente comprimida.

Esta es una forma de cavidad en la médula, que induce que la materia gris en la
region del trauma esté desprovisto de elementos neuronales, promoviendo la

e
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apariciéon de la degeneracién de masa contenida en un gran numero de células
gliales. Todos los axones en el funiculo, incluyendo los del funiculo ventral,
aparecen con dafio severo y fragmentacion. Esto presenta un cuadro similar al de
transeccion total de la médula espinal.

Los cambios progresivos degenerativos (pd) en forma de degeneracion gradual de
las neuronas en la médula espinal, y la degeneracion de los axones distales en el
sitio del trauma son observados por un largo tiempo. Los animales que presentan
este tipo de trauma muestran paraplejia permanente.

C. FARMACOCINETICA. ¥
1. Definicién

La farmacocinética puede definirse como el estudio de los procesos de absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion de los farmacos relacionados con el tiempo
gue permanece el farmaco en el organismo o en uno o0 mas de sus compartimientos.

Para producir sus efectos caracteristicos, un farmaco debe alcanzar
concentraciones adecuadas en los sitios en que actta. Las concentraciones logradas,
a pesar de que estan en funcion de la dosis del producto administrado, también
dependen de la magnitud y de la taza de absorcion, distribucion, unién o
localizacion en tejidos, biotransformacion y excrecion.

2. Calculo de los Parametros Farmacocinéticos, ‘®

Para fines practicos s6lo se tomaran en cuenta los parametros para una
administracion intravenosa, ya que ésta es la via de administracion que serd usada
en éste experimento.

a. Depuracion Renal (CL).

La depuracion renal (CL) es definida como el volumen de plasma aclarado o
filtrado de farmaco por unidad de tiempo. Las unidades son volumen por tiempo
(por ejemplo mL/min). La depuracion de un farmaco describe la eficiencia de la
eliminacion irreversible del farmaco en el cuerpo y puede ser considerado como el
volumen de plasma al que se eliminan todas las moléculas del farmaco en un
minuto. Su formula es:

Dosis

CL=——"
ABC,
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Utilidad clinica del CL. La depuracion es el parametro que determina el indice de
la dosis requerida para conseguir la concentracion plasmatica deseada en la fase
estable.

b. Estimacion del Area Bajo la Curva (ABC).

El método mas comin y conveniente para calcular el ABC, es por el método de
trapecios. Este método puede ser usado por cualquier dato de tiempo-concentracion
independientemente de la ruta de administracion. EI ABC es calculada mediante el
siguiente método: la concentracién plasmatica (Cp) 1y el tiempo (t) 1 son el primer
punto de la relacién tiempo-concentracion respectivamente y Cp2 y t2 son el
segundo punto de la concentracion plasmatica, el area bajo la curva de la
concentracion plasmatica-tiempo entre el t1 y t2 es:

ABC = KCpl;szj *(t2 - tl)}

El area bajo la curva total es la suma de todas las areas individuales de la curva
tempo-concentracion.

ABC, , = Z[Cpl;szj*(tz 1)

c. Volumen Aparente de Distribucion (Vd).

Es definido como el factor que relaciona la concentracion de farmaco en la sangre.
Este término hipotético no quiere decir que se encuentre presente en el cuerpo. Un
método para obtener el VVd es determinar el tiempo cero de concentracion, Co, y la
dosis (D).

vd=2
C

0
Utilidad clinica del VVd. En algunas condiciones clinicas esto es importante para

conseguir la concentracion instantanea deseada. A menudo es usada una dosis y el
Vd, es determinado para determinar la carga de la concentracion.
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d. Tiempo de Vida Media (ty).

El tiempo de vida media determina el periodo en el cual la concentracion del
medicamento en el plasma disminuye a la mitad de la concentracion total de este, y
se determina con la siguiente formula para una cinética de orden cero.

(- In2
% - _(ke)

Utilidad clinica del t;,. La vida media determina el tiempo en el cual se alcanza la
fase estacionaria en dosis multiples. También determina el tiempo en el cual la fase
estacionaria es alterada y/o determina el tiempo en el cual se elimina la mayor
cantidad de farmaco del cuerpo.

D. CIPROFLOXACINO. 722

Las fluoroquinolonas constituyen un grupo de agentes antimicrobianos de amplio
espectro, al que cada vez se les ha incorporado nuevas moléculas que les favorecen,
tanto microbiol6gicamente como farmacoldgicamente. Su introduccion, desde hace
varios afios, ofrece al clinico un grupo de antimicrobianos, administrable oral o
parenteralmente, con resultados terapéuticos excelentes en una gran variedad de
procesos infecciosos.

Se han descrito una gran variedad de quinolonas, las cuales poseen propiedades
farmacocinéticas favorables y tienen excelente actividad contra un amplio espectro
de especies bacterianas Gram positivas y negativas. Entre estas, el ciprofloxacino
sigue siendo la fluoroquinolona mas potente, con marcada actividad contra bacterias
Gram negativas, asi como también contra otros microorganismos, incluyendo
numerosos patdgenos intracelulares estrictos.

Es activo frente a un amplio espectro de bacterias Gram negativos aerobios,
incluyendo patdgenos entéricos, Pesudomonas y Serratia marcescens, aunque ya
han empezado a aparecer cepas de Pseudomonas y Serratia resistentes. Igualmente
es activo frente a bacterias Gram positivos, aunque también se han detectado
resistencias en algunas cepas de Staphyloccocus aureus y pneumococos. No es
activo frente a bacterias anaerobios. Se utiliza ocasionalmente, en combinacion con
otros antibacterianos, en el tratamiento de las infecciones por micobacterias (M.
tuberculosis).
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1. Propiedades Fisicas y Quimicas.

N
F:@;‘j\
Figura 9. Estructura molecular de Ciprofloxacino.

Nombre quimico: 1-Ciclopropil-6-fluoro-1,4-digidro-4-oxo-7-(1-piperazinil)-3-
quinolinocarboxilico

Formula condensada: C17H1gFN303

Peso Molecular: 331.35 g/mol

Contiene no menos del 98.0 y no mas del 102.0 % de ciprofloxacino clorhidrato,
calculado como referencia a la sustancia seca. ")

Descripcion y solubilidad. El ciprofloxacino, es un polvo cristalino amarillo
palido, poco soluble en agua, ligeramente soluble en acido acético y en metanol;
muy ligeramente soluble en alcohol anhidro; casi insoluble en acetona, acetonitrilo,
acetato de etilo, hexano y en cloruro de metileno. "

Debe almacenarse en contenedores cerrados y a una temperatura menor de 30° C.
El farmaco debe protegerse de una intensa radiacion ultravioleta. Las soluciones
acuosas de clorhidrato de ciprofloxacino con un pH de 1.5-7.5 son estables por un
lapso de 14 dias a temperatura ambiente. ‘79

2. Mecanismo de Accion.

Los efectos antibacterianos de ciprofloxacino se deben a la inhibicién de la
topoisomerasa 1V y la ADN-girasa bacterianas enzimas necesarias para separar el
ADN (4cido desoxiribonucléico) replicado, inhibiendo la division celular. Estas
topoisomerasas alteran el ADN introduciendo pliegues super helicoidales en el
ADN de doble cadena, facilitando el desenrollado de las cadenas. La ADN-girasa
tiene dos subunidades codificadas por el gen y actdan rompiendo las cadenas del
cromosoma bacteriano y luego pegandolas una vez que se ha formado la
superhélice. Las quinolonas inhiben estas subunidades impidiendo la replicacion y
la trascripcion del ADN bacteriano, aunque no se conoce con exactitud porqué la
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inhibicién de la ADN-girasa conduce a la muerte de la bacteria. Las células
humanas y de los mamiferos contienen una topoisomerasa que actda de una forma
parecida a la ADN-girasa bacteriana, pero esta enzima no es afectada por las
concentraciones bactericidas de ciprofloxacino.

Como todas las quinolonas, el ciprofloxacino muestra un efecto post-antibidtico:
después de una exposicion, las bacterias no pueden reiniciar su crecimiento durante
unas 4 horas, aunque los niveles del antibi6tico sean indetectables. %

3. Farmacocinética.

El ciprofloxacino se administra por via oral o intravenosa. Después de una dosis
oral, de ciprofloxacino se absorbe rapidamente en el tracto digestivo,
experimentando un minimo metabolismo en el primer paso. En ayunas se absorben
un 70 % de la dosis alcanzandose las concentraciones plasmaticas maximas en 0.5 a
2.5 horas. Cuando el farmaco se administra con la comida, se retrasan las
concentraciones maximas, sin que la absorcién global se vea afectada. Después de
una dosis oral de 500 mg las concentraciones plasmaticas son de 1.6 a 2.9 pg/mL.
Después de una dosis intravenosa de 400 mg las concentraciones son de 4.6 pg/mL
(Cuadro1). @

El ciprofloxacino se distribuye ampliamente por todo el organismo, siendo
minima su union a las proteinas plasmaticas (del 20 al 30 %), por lo que la sustancia
puede difundirse libremente al espacio extravascular. La penetracion en el liquido
cefalorraquideo es minima (6-10 % de la concentracion serica). Se alcanzan
concentraciones superiores a las plasmaticas en la bilis, pulmones, rifiones, higado,
vejiga, Utero, tejido prostatico, endometrio, las trompas de Falopio y los ovarios.

El 50 % de la dosis oral es excretada por via renal como farmaco sin alterar. En
pacientes con la funcion renal normal la vida media de eliminacion es de 3 a 5
horas, pero puede aumentar a 12 horas en sujetos con insuficiencia renal. La
excrecion en heces alcanza el 20-40 % de la dosis. ® #-2%)
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Cuadro 1. Farmacocinética de ciprofloxacino ®®

Farmaco Disponibilidad Excrecion  Fijoen  Depuracion Volumen Vida
por via oral Urinaria  Plasma  (L/h/70 Kg) de distribucion Media

(F) (%) (%) (%) (L/70 Kg) (h)

Ciprofloxacino 60 65 40 25.2 130 4.1

Se ha demostrado que el ciprofloxacino es muy efectivo para el tratamiento de
infecciones del tracto urinario y prostatitis, y para le enfermedad diarreica aguda
causada por E: coli, Shihella, Salmonella y Campylobacter. ?**%

4. Usos terapéuticos.

Es un agente alternativo en el tratamiento de infecciones causadas por bacterias
sensibles a ciprofloxacino, localizadas en las vias respiratorias, aparato
genitourinario, tracto gastrointestinal, vias biliares, tejidos blandos y ademas es
alternativo en infecciones peritoneales, septicemia y gonorrea.®*?%

a. Dosificacion.

Adultos: 500 a 1500 mg/dia, en 2 tomas diarias; entre 5 y 10 dias. En gonorrea
aguda, 1 dia de tratamiento méximo hasta 2 meses, continuando el tratamiento 3
dias después de la total desaparicion de los signos y sintomas de la infeccién. En
pacientes con insuficiencia renal, con depuracion de creatinina de 31 mL/min/1.72
m?, 1 g oral u 800 mg via intravenosa; menor que 30 mL, 500 mg oral 0 400 mg via
intravenosa. %

5. Reacciones Adversas.

El ciprofloxacino se debe utilizar con precaucion en nifios menores de 16 afios
debido a las artralgias que pueden desarrollar, en particular cuando éstas estan
asociadas con la fibrosis quistica.

Se han observado efectos gastrointestinales hasta en el 10 % de los pacientes
tratados, éstos consisten en nauseas y vomito, diarrea y dolor abdominal, siendo mas
frecuentes en la tercera edad y con las dosis més elevadas. Las reacciones de
hipersensibilidad incluyen fiebre, eosinofilia, y nefritis intersticial. En menos del 1
% de los pacientes se presentan reacciones adversas cardiovasculares como
palpitaciones, contracciones ventriculares prematuras, sincope, infarto del
miocardio, paro cardiaco y trombosis cerebral. Aunque la relacion entre éstos
eventos y el ciprofloxacino no es muy clara.(*32%
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En el caso de ciprofloxacino oftdlmico, se han descrito molestias y ardor local,
habiéndose observado depositos corneos blancos o cristalinos en algunos pacientes
con ulceras cérneas bacterianas. 89

a. Contraindicaciones.

No debe ser utilizada en pacientes con hipersensibilidad a las quinolonas. Dado
que las fluoroguinolonas producen artropatias cuando se administran a animales
inmaduros lo que ha hecho necesario tomar precauciones cuando se administre en
pediatria. Las fluoroquinolonas han sido asociadas a rupturas de tendones, por lo
que se debe discontinuar el tratamiento tan pronto como aparezca dolor tendinoso.

El ciprofloxacino cruza la barrera placentaria y se excreta en la leche materna, no
debiendo ser utilizada durante el embarazo o lactancia, clasificandola dentro de la
categoria C de riesgo en el embarazo.

Todas las quinolonas incluyendo el ciprofloxacino deben ser utilizadas con
precaucién en pacientes con enfermedades del sistema nervioso central o
enfermedades cerebrovasculares, que son un factor de riesgo para el desarrollo de
convulsiones. El ciprofloxacino es excretado en su mayoria por via renal por lo que
debe ser utilizada con precaucion en pacientes con insuficiencia renal, en estos
sujetos las dosis deben ser reducidas, ademas debe utilizarse con precaucion en
sujetos con enfermedades hepaticas, tales como cirrosis.

El ciprofloxacino no se debe administrar en pacientes que presentan
deshidrataciéon por la posibilidad de producirse cristaliuria, al concentrase
excesivamente el farmaco en al orina. ®%

6. Interacciones Medicamentosas.

El ciprofloxacino reduce la depuracion hepética de la cafeina y de la teofilina,
pudiendo desarrollarse sintomas toxicos como nauseas, vOmito, nerviosismo,
ansiedad, taquicardia y convulsiones. Esta interaccion es dosis dependiente, por lo
que los sujetos que consumen grandes cantidades de café deben prestar particular
atencion. El ciprofloxacino disminuye la depuracion y aumenta el tiempo de vida
media del diacepam. El probenecid disminuye hasta un 50 % la excrecion renal de
ciprofloxacino, con el correspondiente aumento de las concentraciones plasmaticas
del tiempo de vida media de eliminacién. ¢

La absorcidon de ciprofloxacino se ve afectada por sales de aluminio, calcio, hierro
en particular si éstas se administran 1 hora antes que el ciprofloxacino. En
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particular, el ciprofloxacino forma complejos muy estables con sales de aluminio
que reducen sustancialmente su biodisponibilidad. La ingestion simultanea de leche
o productos lacteos disminuye la biodisponibilidad en un 30 a 35 %.%”

E. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (por sus
siglas en inglés HPLC). 72528

1. Generalidades.

La cromatografia es una técnica desarrollada que permite separar, aislar e
identificar los componentes de una mezcla de compuestos quimicos. Basicamente
la cromatografia es un proceso de migracion diferencial en el cual los componentes
de una mezcla son transportados por una fase mdvil gas 6 liquido y retenidos
selectivamente por una fase estacionaria que puede ser un sélido o un liquido.

La cromatografia de liquidos de alta resolucién fue desarrollada a mediados de los
afios setenta y mejorada rapidamente con el desarrollo de los materiales de embalaje
de la columna y la conveniencia adicional de detectores en linea. En los Gltimos
afios, los nuevos métodos incluyendo la cromatografia liquida de la fase reversa
permiten la separacién mejorada entre compuestos muy similares.

Hasta hace algunos afios era considerada como una técnica principalmente para la
investigacion biotecnoldgica, biomédica, y bioquimica asi como para la industria
farmacéutica, estos campos abarcan solamente cerca del 50% de los usuarios del
HPLC. El HPLC es utilizado actualmente por una extensa variedad de campos
incluyendo las industrias cosméticas, la energética, la alimenticia, y las industrias
ambientales.®"%)

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) o cromatografia de
liquidos de alta presion (HPLC por sus siglas en inglés), implica el uso de columnas
de un didmetro muy reducido, rellenas de materiales arenosos especiales, donde el
tamafo del empaque es no mayor a 30-40 nm. Pese a que las caracteristicas de la
columna la hacen de gran eficacia, esta ofrece una alta resistencia al flujo de la fase
movil, lo cual hace necesario el uso de sistemas de bombeo de alta presion, motivo
por el cual se conoce también como HPLC a ésta técnica.

La instrumentacion requerida para realizar una CLAR consta de un recipiente que
contiene la fase movil, la cual, consiste en una mezcla de disolventes, un sistema de
bombeo de alta presion que impulsa la fase movil a traves de una columna
empacada con la fase estacionaria, previo paso por un sistema medidor y
controlador de los cambios de presion y una valvula inyectora de la muestra ya sea
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manual o automatica. A la salida de la columna se requiere de un detector adecuado
para el analisis de la muestra, que mide la propiedad del liquido emergente en forma
continua y cuya variacion se obtiene por medio de un registrador 6 en una
computadora con un software especializado en HPLC (figura 10).%

Inyector

Columna
de HPLC

Fasze hdwil

fl'-::".
= |
iz ;uml_:
Comptadors Detector
Dezechos

Figura 10. Esquema general del sistema de HPLC. ®®

La fase movil en HPLC se refiere al solvente que es aplicado continuamente a la
columna, o fase estacionaria. Esta acttia como un portador para la solucion de la
muestra, donde la muestra atraviesa la columna con la fase movil, en la que los
componentes de esa solucion emigran segun las interacciones no-covalentes del
compuesto con la columna. Las interacciones quimicas de la fase movil y de la
muestra, con la columna, determinan el grado de migracion y de la separacion de los
componentes contenidos en la muestra.

La columna es una parte importante en la técnica de HPLC, ya que es en ésta
donde se lleva a cabo la separacion de los componentes de la muestra, generalmente
son fabricadas de acero inoxidable, el cual es inerte a la corrosion quimica y es
empacada con la fase estacionaria (silica, alumina o polimérico). La longitud de las
columnas varia entre 10 y 30 cm. y tienen un diametro interno de 4 a 10mm.

El objetivo de la bomba es asegurar el reparto del flujo preciso, reproducible y de
manera constante. Existen dos tipos de bombas: de flujo constante y de presion
constante. Ademas se necesita de una bomba capaz de operar a altas presiones y que

sea capaz de impulsar a la fase movil dentro de la columna con una presion de 600
: (25,28)
psi.
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El sistema de deteccion (detector) es el componente que emite una respuesta
debida una propiedad fisicoquimica particular de la muestra y sefiala posteriormente
un pico en el cromatégrama. Hay muchos tipos de detectores que se puedan utilizar
con HPLC. Algunos de los detectores mas comunes incluyen: indice de refraccion
(RI), ultravioleta (UV), fluorescentes (para sustancia que presentan el fenémeno de
luminiscencia), radioquimicos, electroquimicos, cercanos-Infrarrojo (Cercano-IR),
espectroscopia total (MS), resonancia magnética nuclear (NMR) donde la muestra
contiene elementos metalicos, y dispersion ligera (LS).

El sistema de inyeccion es el dispositivo que permite introducir la muestra en
solucion sin interrumpir el flujo de solvente a través del sistema. EI mecanismo de
inyeccion de la muestra puede ser manual o automatico El puerto de inyeccién de
un HPLC consiste comunmente de una valvula de inyeccidn, ya que ésta es precisa
y es mas facil de utilizar.

La muestra se encuentra contenida dentro de una jeringa y se inyecta en la
valvula de la inyeccion. Una rotacion del rotor cierra la valvula y abre el loop para
inyectar la muestra en la corriente de la fase movil. Los volimenes de la inyeccion
pueden extenderse entre 10uL y 50uL. Ademas debe de contar con algunas
caracteristicas como: "%

e Ser facil de operar.

e Inerte al ataque quimico y soportar altas presiones.

e Preciso en cuanto a la cantidad de muestra introducida en el sistema.

e No debe provocar dilucion importante de la solucion inyectada.

e En casos especiales operar con altas temperaturas y ser biocompatible.
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I11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La lesion traumatica de meédula espinal (LTME) es un evento inesperado que resulta en
severas alteraciones sistémicas y metabdlicas que pueden exponer a los pacientes a fallas
terapéuticas, por la interrupcion del sistema nervioso autonomo que resulta en cambios
hemodindmicos © 2. Actualmente se tiene un amplio conocimiento en cuanto a la
fisiopatologia de la LTME pero relativamente poco conocimiento concerniente a la
magnitud del como éste traumatismo afecta la cinética de disposicién y metabolismo de los
farmacos. %

A pesar de la evidencia de alteraciones farmacocinéticas en pacientes con LTME, los
criterios y estrategias para la optimizacion farmacoldgica en este tipo de pacientes esta
dificilmente basada en principios farmacocinéticos , debido al hecho de que los efectos de
la LTME sobre la farmacocinética no se han estudiado extensamente y los mecanismos
fisiolégicos involucrados no son completamente comprendidos, aunado al hecho de que las
alteraciones fisioldgicas en una LTME dependen de la localizacion, la intensidad y el
tiempo de la lesion, factores que son dificiles de caracterizar en estudios clinicos, por la
considerable variabilidad interindividual existente en los pacientes con LTME.(03%

Los modelos experimentales de LTME, se presentan por tanto, como la opcion factible
para estudiar los cambios farmacocinéticos que ocurren después de una LTME. En
Proyecto Camina A.C. , a través de modelos experimentales estandarizados en ratas con
LTME en estado agudo y cronico se han descrito varias alteraciones en la disposicion de
farmacos ©, sin embargo en bisqueda de evidenciar de mejor forma estas alteraciones en
un modelo experimental mas complejo y que puedan extrapolarse con mayor certeza a los
cambios fisiolégicos en humanos, se plantea un estudio multidisciplinario para la
estandarizacion del modelo experimental de lesion traumatica de médula espinal en mono
Rhesus.® El presente estudio plantea determinar la farmacocinética de ciprofloxacino en
primate no humano de la especie mono rhesus con lesion medular experimental provocada
por dos métodos diferentes compresion (diferentes intensidades 90% y 100%) y seccién
completa medular, a nivel toraxico 9. El farmaco seleccionado para este estudio es el
ciprofloxacino, en virtud a ser un farmaco de primera eleccién para el tratamiento de
infecciones en vias urinarias, padecimiento que se presenta frecuentemente en pacientes
con lesion medular.
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IV. OBJETIVOS.

1. Objetivo General.

Evaluar la farmacocinética de ciprofloxacino via infusion intravenosa en primates
no humanos (mono rhesus) con lesion medular aguda a nivel T9 provocada por
método de seccion completa y compresion medular a diferentes intensidades, 90% y
100%..

2. Objetivos Particulares.

Reproducir la confiabilidad del método analitico para determinar ciprofloxacino en
fluido biologico por medio de cromatografia de liquidos de alta resolucion.

Determinar los pardmetros farmacocinéticos (Vd, Cl, ti;, ABCot Y ABCo.in) de
ciprofloxacino administrado por via infusion intravenosa en monos rhesus sin lesion
medular.

Obtener los parametros farmacocinéticos (Vd, Cl, ti;, ABCot Y ABCo.inf) de
ciprofloxacino por via infusion intravenosa después de una lesién medular
experimental aguda a nivel de la toracica 9 por el método de seccidén completa.

Evaluar los parametros farmacocinéticos (Vd, Cl, tip, ABCot Y ABCo.inr) de
ciprofloxacino por via infusion intravenosa después de una lesidn medular
experimental aguda a nivel de la toracica 9 por el método de compresion a
diferentes intensidades, 90% y 100%.
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V. HIPOTESIS.

Una lesion medular provocada por el método de compresion, o seccion completa (corte)
en el mismo nivel (T9) provocard cambios farmacocinéticos de ciprofloxacino; sin
embargo, no existirdn diferencias significativas en la farmacocinética de ciprofloxacino
después de la lesion medular con respecto al tipo de lesion.
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VI. DISENO EXPERIMENTAL.

1. CLASIFICACION DEL ESTUDIO.

DISENO EXPERIMENTAL

Actitud del Investigador

Epoca de Recoleccion
de Informacion

Cinética de Estudio

Cantidad de Poblaciones

Experimental

Actual con Seguimiento

Longitudinal

Comparativo

2. POBLACION OBJETIVO.

e Mono rhesus macho

Poblacién para Estudiar.

e Mono rhesus macho con lesion medular

a. Criterios de Inclusién.

Especie, género, alimentacion, nivel de lesion,

b. Criterios de Exclusién.

Enfermedad, reacciones 0 eventos adversos posteriores a la administracion del

medicamento.

c. Criterios de Eliminacién.

Muerte, depresion
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3. METODOLOGIA. ?
3.1. Material:

-Vasos de precipitado de distintas capacidades.
-Pipetas volumétricas de 1 mL

-Pipetas graduadas de 5y 10 mL

-Matraces volumétricos de 25, 100, 200, y 1000 mL.
-Probetas graduadas de 500 y 1000 mL
-Pipetas semiautomaticas Eppendorf

-Tubos Eppendorf de 1.5 mL

-Papel glassin

-Espéatula de acero inoxidable

-Frascos de plastico de 20 mL

-Jeringas de 10 mL

-Tubos de ensaye de 13x18 cm

-Gradilla

-Agitador magnético.

3.2. Reactivos.

-Agua grado HPLC

-Acetonitrilo J.T. Baker Lote Y46C726M

-Ciprofloxacino clorhidrato estdndar secundario Lote 6700047004
-Enrofloxacina estandar secundario lote 04026017
-Trietanolamina Productos Quimicos Monterrey lote 005136
-Acido perclérico Baker Analizad, S/L.

-Metanol J.T. Baker grado HPLC, varios lotes.

-Acido fosférico 85% grado HPLC, Fisher Scientific lote 872923.
-Heparina varios lotes

-Tiras indicadoras de pH, Merck Lote OC317128

-Plasma de primates no humanos antes y después de la intervencion.

3.3. Equipo e instrumentacion

-Balanza analitica Ohaus

-Bomba para vacio

-Equipo de filtracién Millipore

-Membranas de filtracion Millipore con tamafio de poro de 0.45 p
-Parrilla de agitacion (Vortex)

-Centrifuga Fisher Scientific Marathon 26KM.

-Equipo desionizador de agua System MILLI-Q Water.
-Cromatografo de liquidos Waters.
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Detector waters 486

Bomba Waters 510

Inyector manual.
-Columna Zorbax SB-C18 4.6x75mm 3.5micras.
-Sistema de computo Acer modelo AcerMate 466d
-Cateter Fogarty Edwuards para embolectomia de doble lumen calibre 6 FR, longitud 80cm
con capacidad de inflado de balon de 1.4mL de liquido.
-Cateres de polietileno del No. 20 y 22
-Equipo de venoclisis.
-Crondmetro.
- Agitador IKA MS 3 digital.

3.4. Programas Computacionales.

-Software Maxima 820
-Microsoft Windows Excel 2000
-Software Winnolin 2.1.

4. Desarrollo Experimental.

4.1. Manejo de primates sometidos a investigacion.

4.1.1. Antes del tratamiento Quirurgico.

Los primates no humanos previamente adiestrados para el estudio, con un ayuno de 12
horas, fueron colocados en una silla de sujecién para llevar a cabo el estudio
farmacocinético. Se canalizaron, para la toma de muestras y la administracion del farmaco,
una de las venas de cada una de las extremidades superiores, usando un catéter de
polietileno del No. 20. El ciprofloxacino fué administrado por infusion intravenosa en una
dosis de 10mg/Kg de peso, por un intervalo de 30 min. Usando un equipo de venoclisis.

Se tomaron muestras de 1.0 a 1.5mL de sangre antes de la administracién del
medicamento y a los 7.5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 150, 180, 240, 360, 480, y 600
minutos después de la administracion. Las muestras sanguineas fueron recibidas en tubos
eppendorf de 1.5 mL heparinizados previamente, para separar el plasma por centrifugacion
y una vez obtenido éste, se mantuvo en congelacion a —20 °C hasta el dia de su analisis para
la cuantificacion del farmaco.

34



DISENO EXPERIMENTAL

4.1.2. Tratamiento Quirurgico.

4.1.2.1. Anestesia

Se canaliza a través de la vena cefalica para la toma de muestras y administracion de
farmacos utilizando un catéter de polietileno del No. 22.

Para el procedimiento quirdrgico se utilizé anestesia Tiletamina- Zolacepam (Zoletil®)
en una dosificacion de 4mg/Kg, por via intramuscular como inductor para la intubacion
endotraqueal y manteniendo con Isofluorano al 2%. Monitoreando sus constantes
fisioldgicas a través de un monitor cardiaco.

4.1.2.2. Método de lesion medular

Mediante técnica estéril, se realizé una incision longitudinal en piel a nivel de T-11, se
separan musculos paravertebrales y se retira la apofisis espinosa, se realiza una
laminectomia hasta exponer la médula espinal integra, se introduce un cateter fogarty 6-
french con la ayuda de una guia rigida en sentido cefalico a través del espacio epidural, de
tal manera que el globo desinflado quede ubicado en posicion dorso-central en T-9. El
globo se infla de manera subita durante 5 min con un volumen de solucién salina para
producir una compresion medular severa (90-100%). EI volumen se determina previamente
midiendo el didmetro y la altura antero-posterior del canal vertebral a traveés de una
tomografia. Se retira el volumen de solucion salina y el catéter del espacio epidural,
finalmente la incision quirdrgica se cierra por planos. Se mantiene monitoreado al animal
hasta su recuperacién de la anestesia.

La lesién ""corte limpio con bisturi" Se puede producir con una seccion completa. La
laceracion consiste en extraer un fragmento de médula espinal. De T9 a T10 de 5 mm, con
una limpieza del conducto raquideo para no dejar ninguna raiz nerviosa, Se hace una
valoracion hemodinamica durante los 5 minutos siguientes; la incision quirdrgica se cierra
por planos. Es el modelo que més se ha empleado para investigacion con trasplantes ya que
la cavidad creada da cabida y retencion a los tejidos trasplantados. Esta Gltima lesion es
muy raro que ocurra en humanos.

4.1.2.3. Cuidados posquirurgicos
Después de producir la lesion, los primates se colocan en jaulas individuales en un

ambiente de temperatura y humedad controlada EI intestino y la vejiga se manejan con
expresion manual 3 veces por dia hasta la recuperacion del automatismo. Se les
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proporciond alimento en forma de pellets y fruta 3 veces al dia, el agua se maneja ad
limitum.

4.2. Estudio Farmacocinético Posterior a la Lesion.

24 horas posteriores a la intervencion quirdrgica, los animales se colocaron en una silla de
contencion para el estudio, y se procede a realizar el estudio farmacocinético. Se
canalizaron para la toma de muestra y la administracion del farmaco de la forma descrita en
el punto 4.1.1 que antes de la lesion tomando los cuidados necesarios debido a su estado
fisico. Nuevamente se administro ciprofloxacino por infusién intravenosa en una dosis de
10mg/Kg de peso, por 30 minutos, a través de un equipo de venoclisis. Se tomaron
muestras de 1.0 a 1.5 mL de sangre, 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. Las muestras fueron recibidas en los tubos eppendorf heparinizados y una
vez separado el plasma éste se congelé a —20 °C, hasta su analisis. Este mismo estudio se
realizd a los 15 dias y a los 2 meses de haber ocurrido la lesion.

5. Método Analitico.
Solucion de Enrofloxacina (estandar interno).

Se midieron 50 pL de enrofloxacina (Enroxil ® solucién inyectable al 5 %) y se transfirio
a un matraz volumétrico de 200 mL, se afor6 con agua grado HPLC. Esta solucién tiene
una concentracion de 0.5 pg /mL.

Solucién de Acido perclérico al 6.0%.

Se midi6 4.1mL de éacido perclérico y se llevo a un matraz de 50mL diluyendo hasta el
aforo con agua grado HPLC.

6. Sistema Cromatograéfico.
-Columna Zorbax SB-C18 4.6 x 75 mm
-Longitud de onda 278nm

-Velocidad de flujo 1.6 mL/min.
-Volumen de inyeccion de 20 pL.
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Fase movil.

Se midieron 1.7 mL de acido fosférico, llevando a un matraz volumétrico de 1000mL,
aforando con agua HPLC, ajustando el pH a 3 con trietanolamina. Esta solucién tuvo una
concentracion de 0.025 M.

La fase movil estd formada por una solucién de acido fosférico 0.025M pH 3, y
acetonitrilo grado HPLC en una proporcion de 87:13 v/v. Esta fase fué filtrada a través de
una membrana Millipore al vacio, y sometida a un sistema ultrasénico durante 5 minutos
para eliminar el gas que pudiera estar contenido en ella.

7. Preparacion de la curva de calibracion.

Se pesaron aproximadamente 0.048 g de ciprofloxacino y se aforé con fase movil en un
matraz volumetrico de 100 mL, de ésta solucidn, se tomaron 8 mL y se aforaron con fase
movil en un matraz volumétrico de 100 mL. De ésta segunda solucion, se tomaron 500 pL,
1, 2, 4, 8, y 16 mL respectivamente y se colocé cada muestra en matraces volumetricos de
25 mL y se aforaron con fase movil; éstas soluciones tuvieron una concentracién de 0.075,
0.15,0.3,0.6,1.2,y 2.4 ug /mL.

Se tomaron alicuotas de 50 uL de cada muestra preparada de la curva de calibracion de
ciprofloxacino y se colocaron en tubos eppendorf de 1.5 mL previamente etiquetados para
cada concentracion, a cada tubo se le agregé 20 uL de la solucidon de enrofloxacina
(estandar interno), 100 uL de plasma de primate no humano, y 330 pL de solucion de acido
perclérico al 6 %; esta preparacion se realizo por triplicado. Una vez agregado cada una de
estas soluciones, se agité a 10000 rpm durante 3 minutos en un agitador IKA MS 3 digital.
En seguida cada tubo fué centrifugado por 10 minutos a una velocidad de 10000rpm y se procedio
a inyectar las muestras en el cromatografo de liquidos.

8. Tratamiento de las muestras.

Una vez descongelado el plasma se procedié a analizar las muestras de la manera
siguiente: se tomaron 100 pL de plasma de cada tiempo y se colocaron en tubos Eppendorf
de 1.5 mL etiquetados para cada tiempo de muestreo; se agregd 20 uL de solucién de
enrofloxacina (estandar interno) y 380 uL de solucidon de acido perclérico al 6 %, se
agitaron durante 3 minutos en un agitador IKA MS 3 digital, posteriormente se
centrifugaron a 10000 rpm durante 10 minutos para separar las fases. A continuacion se
inyecto cada muestra del sobrenadante en el sistema de cromatografia de liquidos bajo las
acondiciones antes mencionadas.
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RESULTADOS

VII. RESULTADOS.
1. Curva Estandar.

La curva de calibracion de ciprofloxacino se realizé en plasma de primate no humano la
cual constd de seis puntos a partir de soluciones preparadas de ciprofloxacino en las
siguientes concentraciones: 0.075, 0.15, 0.3, 0.6, 1.2, y 2.4 pug/mL, un estandar interno fue
adicionado (solucion de Enrofloxacina (Enroxil®)) a una concentracion de 0.5 pg/mL para
todas las muestras de la curva (cuadro2).

pg/mL nl n2 n3 Promedio
0.075 0.19918425 0.1966838 0.18610514 0.19399106
0.15 0.36679166 0.3566093 0.37610001 0.36650032
0.3 0.710252 0.68811232 0.71009867 0.70282099
0.6 1.42183839 1.37375589 1.42901479 1.40820302
1.2 2.81218617 2.75777534 2.49017466 2.68671206
2.4 5.65873845 5.62546089 5.81627427 5.70015787

Cuadro 2. Datos de curva de calibracion de ciprofloxacino en plasma de primate no humano con sus
respectivos promedios.

En el siguiente grafico se aprecia el comportamiento lineal de la curva de calibracion
promedio de ciprofloxacino, en donde se demuestra que la respuesta a las lecturas
(relacion de alturas) es proporcional a la concentracion de ciprofloxacino.

Relacion de Alturas Cipro / Enrc

3 y = 2.3555x - 0.0119
r’ =0.999
2 _
1 _
O T T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

Concentracion pyg/mL de Ciprofloxacino

Gréfico 1. Curva de calibracién promedio de ciprofloxacino en plasma de primate no humano que obedece a
la ecuacion de larectay = mx + b.

_
I ————
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a. Precision y Exactitud.

La determinacién de la precision y exactitud fué evaluada en tres niveles de
concentracion incluidos éstos dentro del rango lineal de concentracion previamente
establecido, determindandose la relacion de alturas del pico cromatografico de
ciprofloxacino entre el pico cromatografico de la enrofloxacina para cada nivel de
concentracion. La precision y exactitud fue determinada como intradia (andlisis por
quintuplicado bajo las mismas condiciones de anélisis en un dia) e interdias (analisis por
triplicado bajo las mismas condiciones de analisis en tres dias diferentes de anélisis).

En el cuadro 3 se presenta el coeficiente de variacion y el por ciento del valor nominal
recuperado en cada nivel de concentracion, observandose que en todos los niveles de
concentracion analizados no muestran una variacion mayor a lo establecido en el criterio
de aceptacion (cuadro 3).¢2%%

Intradia Interdia
Nivel de Precisién Exactitud Precision Exactitud
Concentracion % CV % Recuperado % CV % Recuperado
(ng/mL) n=5 n=5 n=9 n=9
Bajo
01125 3.26 94.35 +/- 3.08 9.09 106.93 +/- 9.91
|v(|)e2|50 111 97.03 +/- 1.07 5.42 103.06 +/- 5.59
Alltg 0.29 99.43 +/- 0.29 3.46 103.16 +/- 2.00

Cuadro 3. Precision y exactitud de la curva de calibracion de ciprofloxacino en plasma de primate no
humano.

De acuerdo a lo presentado en el cuadro 3 se puede establecer que el método utilizado
para la cuantificacion de ciprofloxacino es preciso y exacto. ¢33

b. Selectividad del Método.

La figura 11 muestra el cromatograma de una solucion blanco donde se puede apreciar
que no existe ninguna interferencia proveniente de productos enddgenos del plasma de
mono Rhesus en los tiempos de retencion esperados para la enrofloxacina y ciprofloxacino
(4 min y 5.9 min, respectivamente). El analisis de 6 muestras de plasma de mono de
origen diferente, evidenciaron un comportamiento similar.
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Fig. 11. Cromatograma de una solucién blanco preparada con plasma de mono.

Se puede asegurar que el método empleado para la cuantificacién de ciprofloxacino tiene
resolucion adecuada para los compuestos de interés, al observar que los tiempos de
retencion para ciprofloxacino y enrofloxacina (estdndar interno) estdn a una distancia de
1.9min, obteniendo un tiempo de retencion de 4.0min para el caso de la enrofloxacina y
de 5.9 min para la ciprofloxacino (figura 12).

Ciprofloxacin

5.00

4.00 4

Enrofloxacina

3.001 /\ 4

0.0 2.00 4.00 6.00

Tiempo de retencién (min.)

Fig. 12. Cromatograma de una solucion de ciprofloxacino (2.4 pg/mL) y el estandar interno Enrofloxacina
(0.5pg/mL).
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2. Cursos Temporales de Ciprofloxacino en Monos Rhesus Macho Previo a una
LTME (Lesion Traumatica de Médula Espinal).

En el grafico 2 se presentan los perfiles farmacocinéticos de ciprofloxacino por infusién
intravenosa (10 mg/Kg) en tres monos Rhesus machos sin tratamiento quirdrgico, en tanto
el gréfico 3 el promedio de los mismos.

© 1.2 -
£
3
x 14
o
o
5 0.8 -
o4
S
8 5 0.6
c 2
S 04 -
g
S 0.2
()
5
(@] 0 T T T T T ]
0 100 200 300 400 500 600

Tiempo (min)

—e—Mono 1 —m— Mono 2 —A— Mono 3

Grafico 2. Perfil farmacocinético en tres monos Rhesus sin lesion traumatica de médula espinal (LTME) después de una
administracion intravenosa de 10mg/Kg de ciprofloxacino.

En el cuadro 4 se presentan los parametros farmacocinético promedio obtenidos en tres
monos Rhesus macho sin LTME, después de una administracion intravenosa de
ciprofloxacino de 10mg/Kg.

ty, ABC -t ABC ¢.INF vd cl
(min) (ug*min/mL) ((ug*min/mL)) (L/Kg) (L/Kg*min)

176.8232 + 19.4831 121.7287+ 30.5875 151.7597+ 36.6973 17.2492 £2.9948  0.0685 + 0.0169

Cuadro 4. Promedio de los parametros farmacocinéticos de tres monos Rhesus antes de realizarse una lesion
medular experimental.
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Grafico 3. Promedio de perfiles farmacocinéticos de ciprofloxacino vs tiempo después de una dosis via
intravenosa de 10 mg/Kg en tres monos rhesus sin LTME experimental + error estandar (ee).

3. Perfiles Farmacocinéticos de Ciprofloxacino en Monos Rhesus Macho 24h después
deuna LTME

Los siguientes resultados presentan los cursos temporales de ciprofloxacino por infusién
intravenosa (10 mg/Kg) en tres monos rhesus macho antes y después de ser sometidos a
una LTME experimental por el método de compresion y seccién medular completa. Para
observar el efecto que podria presentarse por el método de lesion y el tiempo transcurrido
de la misma (24 h, 15 dias y 2 meses después de la lesion), los resultados se muestran de
forma individual para cada caso. En el mono 1 se realiz6 una lesion por corte (seccién
completa), siguiendo el procedimiento de Gopal Das ™. En el mono 2, se realizé una
lesion por compresion medular Y al 90 %, y en el mono 3 se realizé una lesién por
compresion P al 100 %, todas las lesiones realizadas a nivel toracico 9.

3.1. LTME por Corte (Seccién Completa)™*

Los perfiles plasmaticos de ciprofloxacino en mono Rhesus 1, después de una
administracion intravenosa de ciprofloxacino (10 mg/Kg) en las cuatro etapas del estudio:
sin LTME, a las 24 horas, 15 dias y 2 meses de posterior a la lesion medular experimental
se presentan en el grafico 4, en tanto sus respectivos parametros farmacocinéticos en el
cuadro 5.
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La lesién medular por seccion completa o corte incrementé considerablemente las
concentraciones plasmaticas de ciprofloxacino a las 24 horas posterior a la lesion
influyendo directamente sobre el valor del ABC obtenido con respecto al grupo control,
como puede observarse en el cuadro 5.
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Gréfico 4. Perfiles farmacocinéticos de ciprofloxacino por infusién intravenosa (10 mg/Kg) en mono 1 con
LTME por seccion completa en diferentes etapas del estudio.

Etapa t1 ABC o+ ABC ¢.INF vd Cl
(min) (ug*min/mL) (ug*min/mL) (L/Kg) (L/Kg*min)
Sin Lesion  180.8693 153.8163 188.5853 13.8367 0.053
24 Horas 404.7663 191.8963 268.9286 21.7141 0.0372
15 Dias 68.8412 79.8572 91.0436 10.9087 0.1098
2 Meses 113.9407 148.8353 162.717 10.1023 0.0615

Cuadro 5. Parametros farmacocinéticos de ciprofloxacino (10 mg/Kg) via intravenosa del mono 1 (LTME
por seccion completa) en cuatro estadios de tiempo.
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3.2. LTME por Compresion a Nivel T9 (90 %)

En el grafico 5, se exhiben los cursos temporales de ciprofloxacino por infusién
intravenosa (10 mg/Kg) en mono 2 en las diferentes etapas del estudio: 24 horas, 15 dias,
y 2 meses posterior a la LTME por compresion a nivel de la vertebra toracica T9. La
lesion medular por compresion con una intensidad de 90 % aparentemente indujo una
disminucion en la disposicion del farmaco durante el choque espinal (a las 24horas),
trascurrido el tiempo se puede observar un ligero recobro en la biodisponibilidad de la
ciprofloxacino (2 meses) comparada con el grupo control. Los parametros
farmacocinéticos de esta etapa del estudio se presentan en el cuadro 6.
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Gréfico 5. Perfil farmacocinético de ciprofloxacino en mono 2 (LTME por compresion al 90 %) en
diferentes etapas del estudio después de una administracién por infusion intravenosa (10 mg/Kg)

Etapa t 1, ABC o+ ABC ¢.INF Vd Cl
(min) (ug*min/mL) (ug*min/mL) (L/Kg) (L/Kg*min)
Sin Lesién 193.9656 118.4674 151.5019 18.4706 0.066
24 Horas 417.908 62.9125 147.2672 40.9401 0.0679
15 Dias 294.216 37.2214 68.0307 62.393 0.147
2 Meses 216.981 118.8087 145.1005 21.5738 0.0689

Cuadro 6. Parametros farmacocinéticos de ciprofloxacino en mono 2 (LTME por compresion al 90 %) a
diferentes etapas del estudio después de una administracion por infusion intravenosa (10 mg/Kg).

_
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3.3. LTME por Compresion a Nivel T9 (100 %)

El grafico 6 muestra los perfiles farmacocinéticos de ciprofloxacino (10 mg/Kg)
administrada por infusién intravenosa en el mono 3 antes y después de una lesion medular
por compresion al 100 % a nivel T9, se puede observar que las concentraciones
plasméticas de ciprofloxacino se incrementan 24 h posterior a la lesion (de forma similar
al mono con lesién medular por seccién completa) y disminuyen considerablemente 2
meses posterior a la lesion, los parametros farmacocinéticos obtenidos para este caso se
presentan en el cuadro 7.
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Grafico 6. Perfil farmacocinético de ciprofloxacino en mono 3 (LTME por compresién 100 %) a diferentes
etapas del estudio posterior a una administracién por infusion intravenosa (10 mg/Kg).

Etapa t, ABC ot ABC o.INF vd Cl
(min) (ug*min/mL)  (ug*min/mL) (L/Kg) (L/Kg*min)
Sin Lesion 155.6347 92.9026 115.192 19.4405 0.0866
24 Horas 4546954  101.1255 2146112 30.5663 0.0466
15 Dias 91.6852 65.853 79.2126 16.6986 0.1262
2 Meses 94.8469 39.7242 52.6455 25.9968 0.1967

Cuadro 7. Parametros farmacocinéticos de ciprofloxacino por infusién intravenosa (10 mg/Kg) en mono 3
(LTME por compresion al 100%) a diferentes etapas del estudio.
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VIIl. ANALISIS DE RESULTADOS.

Cuando la médula resulta dafiada de forma permanente, la parte del cuerpo que queda por
encima de la zona lesionada funciona con normalidad pero la zona dafiada sufre la
interrupcion de las ordenes del SNC vy la parte situada por debajo conserva su estructura
intacta, pero no podré emitir ni recibir ninguna orden al y del cerebro por la interrupcion
producida. Como consecuencia de ello se alteran funciones motoras, sensitivas y
vegetativas. ¥

Ademas de las alteraciones antes mencionadas existen de igual manera complicaciones
como son las infecciones de vias urinarias, de manera que es necesaria la administracion de
antibioticos como el ciprofloxacino, un antimicrobiano del grupo de las quinolonas, el cual
es un agente eficaz contra bacterias grampositivas y gramnegativas. ‘¢ %

Para evidenciar posibles alteraciones en la disposicion de farmacos en presencia de una
LTME a través de estudios sistematizados, se han presentado varios modelos de lesion
medular experimental en rata, ‘> ** ¥ con el objetivo de establecer con mayor seguridad
las posibles alteraciones farmacocinéticas atribuidas a una LTME que de alguna manera
sugieran considerar la posibilidad de ajustar la dosis para obtener el efecto terapéutico
deseado, en este trabajo se presenta parte del proyecto del desarrollo de un modelo
experimental de lesién medular usando monos Rhesus macho.®®

Indagando el efecto que podria presentarse de acuerdo a la intensidad de la lesién (90% y
100%) de compresion de la médula y contrastando con una lesion obtenida por seccion
completa de la médula, en diferentes estadios de tiempo sobre la farmacocinética de
ciprofloxacino administrada por via intravenosa a una dosis de 10mg/Kg.

El método bioanalitico empleado para la determinacion de ciprofloxacino en plasma de
primate no humano, resultd ser sencillo y simple tanto en la extraccion como en la
cuantificacion del analito por la técnica de CLAR, donde se obtuvo un menor tiempo en el
tratamiento de cada muestra en comparacion con otros métodos de extraccion.
Comprobando que el método es confiable de acuerdo a los resultados obtenidos en la
validacion del sistema y del método, ya que cumplen con los limites establecidos para una
validacion, ®® comprobando que es preciso, exacto y selectivo para la cuantificacién de
ciprofloxacino dentro de los limites reportados en plasma humano.
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Antes de iniciar los estudios farmacocinéticos todos los animales presentaron una
actividad motora normal, en tanto despues de la lesion medular obtenida por cualquiera de
los métodos antes mencionados, se presentd una paraplejia flacida completa, de igual forma
que lo reportado para ratas ©** ¥, consecuentemente los resultados obtenidos posterior a la
lesion medular son atribuidos a la presencia de la condicidn patoldgica.

Las curvas de disponibilidad plasmatica de ciprofloxacino obtenidas, en los tres monos
Rhesus sin tratamiento quirdrgico tras una administracion por infusion intravenosa (grafico
2) mostraron una caida aparentemente bicompartamental con un alto volumen de
distribucion (\Vd) de 17.2492 + 2.9948 L/Kg valor que no contradice lo reportado para las
flurogquinolonas, las cuales se distribuyen bien hacia la totalidad de los tejidos y los liquidos
corporales ™ ?* una depuracién (CL) de 0.0685 + 0.0169 L/Kg*min y una vida media de
eliminacion de 176.8232 + 19.4831 min, no obstante la variabilidad en los pardmetros
farmacocinéticos obtenidos en los tres animales, éstos no difieren de lo reportado en otros
estudios.®t 22 %)

Durante el choque espinal se llegan a presentar alteraciones metabolicas y sistémicas
significativas que pueden producir cambios en la disposicion de los farmacos, dichos
cambios ademas dependen de otras variables tales como las caracteristicas de la lesion
(intensidad, nivel y el tiempo transcurrido), las propiedades farmacoldgicas del
medicamento y la via de administracion. Se ha reportado que en el caso de medicamentos
que son administrados por via intravenosa sufren alteraciones significativas en la
distribucion y eliminacion, éstos procesos son asociados con el volumen de distribucion y
el aclaramiento renal, dando como resultado cambios en la disponibilidad de los
medicamentos en el organismo. ©"3®)

Esto es particularmente interesante ya que durante el choque espinal los pacientes reciben
una serie de medicamentos por via intravenosa que incluyen agentes neuroprotectores
(metilprednisolona), antibidticos (ciprofloxacino), anticoagulantes, agentes vasoactivos, y
vasodilatadores. Asi como aquellos farmacos para disminuir la glucosa y los niveles de
lipidos, etc. con el objetivo de buscar la supervivencia y prevenir toda pérdida adicional de
las funciones neurolégicas. ¢* 3739

En la etapa conocida como choque medular (24 horas después de la lesion), se presenta
una disminucion en el flujo sanguineo y alteraciones cardiovasculares, que resultan en una
redistribucion de flujo sanguineo. Tratando de compensar el flujo necesario que se requiere
en organos vitales como el corazén y el cerebro para evitar la mortalidad en la etapa de
choque medular, el flujo sanguineo a éstos érganos se ve aumentado, en tanto se reporta
una reduccion del flujo hacia érganos no vitales (higado, rifion y el sistema gastrointestinal)

e ———
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lo que puede llevar a cambios significativos en la distribucion y eliminacion de los
farmacos. © 39

Lo anterior explica de forma muy general los cambios en los parametros
farmacocinéticos de ciprofloxacino después de una lesion medular en cualquiera de los
métodos empleados para realizar la lesion y en los estadios de tiempo estudiados en nuestro
estudio, (cuadros 3-5), sin embargo considerando que la administraciéon del farmaco fue
realizada por medio de una infusion intravenosa, los procesos de distribucion y eliminacion
del fa&rmaco serdn analizados en los siguientes parrafos.

24 horas después de una LTME provocada por seccion completa o compresion medular
(90%-100%), aparentemente provocd alteraciones en la disposicién del farmaco, al
observase un decremento en la depuracion y volumen de distribucion de ciprofloxacino
reflejado por un incremento considerable en la vida media de eliminacion del fa&rmaco y
la cantidad del mismo en el torrente sanguineo.

La distribucion de los farmacos es el proceso por el cual un compuesto deja en forma
reversible el torrente sanguineo y entra al tejido intersticial (liquido extracelular), a las
células de los tejidos o ambos, este proceso de distribucion depende no solo del flujo
sanguineo, también depende de la penetrabilidad caJoiIar, el grado de unidn a proteinas, asi
como de la hidrofobicidad relativa del farmaco “° ? 2 El volumen de distribucién
normalmente alto reportado para el ciprofloxacino y su baja unién a proteinas, nos esta
indicando que el farmaco es capaz de distribuirse en liquidos extracelulares del organismo
(18.21) | 3 LTME en su fase aguda (24 horas posterior a la lesién), provoco un incremento
en el volumen de distribucion del farmaco del 56%, 121 % y 57 % para la lesion provocada
por la seccion completa de la médula o la compresion de la misma al 90 y 100%
respectivamente y comparando contra su valor obtenido antes de la lesion, como puede
observarse en la grafico 7. Con base al conocimiento de la distribucion del farmaco en
condiciones normales, el incremento en el volumen de distribucion esta sugiriendo una
posible mayor distribucion del farmaco hacia liquidos extravasculares, sugerencia que no
estaria contradiciendo lo reportado para otros antibidticos tales como la amikacina y
gentamicina, donde la administracion de éstos farmacos posterior a una LTME provoco un
significativo incremento en sus volumenes de distribucién explicados por la alteracion en el
tono venomotor y una erosion de la masa muscular que pudo contribuir al incremento del
volumen de fluido extracelular ®°*? aunado a las alteraciones en flujo sanguineo que se
presentan posteriores a una LTME @ * y que contribuyen significativamente a la
distribucion del farmaco.
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Gréfico 7. Volumen de distribucion (\Vd) de ciprofloxacino, en monos Rhesus macho, con diferentes
tratamientos quirdrgicos: por seccién completa; por compresion al 90 % y 100 %, a dos estadios de tiempo sin
lesion y 24 horas después de una lesion medular.

El volumen de distribucion alto encontrado tanto en los animales lesionados por seccién y
compresion medular, en la fase aguda del estudio tiene una gran influencia sobre la vida
media del farmaco, considerando que la eliminacién de un farmaco depende de la cantidad
del farmaco que alcanza el higado o rifién por unidad de tiempo. *® Donde la llegada del
compuesto a el érgano de eliminacidn estara dependiendo no solamente del flujo sanguineo
(el cual esta disminuido en una LMTE) © 29 también de su fraccion en el plasma. Por lo
tanto el Vd alto de ciprofloxacino posterior a una LTME comparado con su valor antes de
la lesion, esta sugiriendo que posiblemente una cantidad considerable del farmaco se
encuentra en el espacio extraplasmatico y se halla fuera del alcance de los mecanismos de
excrecion del rifidn y por lo tanto repercute también en el incremento en el valor de tiempo
de vida media de eliminacién obtenido posterior a una LTME, como puede observarse en el
gréfico 8, donde para la lesion por seccién completa la vida media se prolonga en un 123 %
de su valor en el estudio sin lesion.
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Gréfico 8. Tiempo de vida media de eliminacion (ty,) de ciprofloxacino, en monos Rhesus macho con
diferente tratamiento quirdrgico: seccién completa, compresion al 90 % y al 100 % a dos estadios de tiempo.

Conociendo que la remocién de un farmaco del organismo se puede lograr por diferentes
vias siendo una de las mas importantes la renal, y si ésta es la principal para la depuracion
de un farmaco en particular, se considera por lo tanto que la estimacién de la eliminacion
de un farmaco puede ser obtenida al determinar la depuracion del mismo (CL), la
depuracién de un farmaco del plasma se expresa como el volumen plasmatico del que una
sustancia parece eliminada por completo en un periodo especifico > 22, La excrecion renal
del farmaco es un fendmeno complejo el cual involucra uno 6 mas de los siguientes
procesos: Filtracion glomerular, secrecion tubular activa y reabsorcion tubular pasiva.
Dependiendo de cual de éstos procesos es el dominante, la depuracion renal puede ser un
componente importante 6 insignificante en la eliminacién del farmaco ©?. Conociendo que
el ciprofloxacino se elimina considerablemente por via renal ®¥, entonces, una
disminucion en la depuracion del antibiodtico del casi el 29.81 % y 46.18 %, 24 h después de
una lesion medular sea por el método de seccion o compresion medular al 100 %, nos esta
sugiriendo que la eliminacién renal del farmaco esta siendo alterada. Posiblemente por el
hecho de que tras una LTME en estado agudo se presentan, alteraciones cardiovasculares
que resultan en una redistribucion de flujo sanguineo, donde tratando de compensar el flujo
sanguineo a drganos vitales como el corazon y el cerebro para evitar la mortalidad de éstos,
el flujo sanguineo se ve aumentado, pero una reduccion simultanea del flujo hacia 6rganos
no vitales (higado, rifién y el sistema gastrointestinal) también se reporta 142437 |3
situacion de una posible disminucion en el flujo renal de los animales con LTME puede ser
la explicacion de los cambios observados en la eliminacion de ciprofloxacino, ésta
disminucion en la depuracion del farmaco se refleja también en el hecho de que al no
estarse eliminando el farmaco, éste pudiera estarse reabsorbiendo mostrandose como el
aumento considerable en la cantidad del farmaco que alcanzo el torrente sanguineo (ABC
o-InF) (Gréfico 9).
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Gréfico 9. Disponibilidad de Ciprofloxacino en monos Rhesus macho con diferente tratamiento quirdrgico:
seccion completa, compresion al 90 % y al 100 % a dos estadios de tiempo.

El mono con una lesidn por compresion al 90 % no presento un cambio considerable en la
depuracion del farmaco (un incremento del 2.87 %), lo que pudiera estar sugiriendo que una
compresion al 90 %, si bien produjo una paraplejia completa pudiera no ser tan severa
como la lesién por seccion completa o compresion al 100 %, para denotar el cambio mas
evidente en la depuracion del farmaco y en la cantidad de farmaco presente en el torrente
sanguineo, (Grafico 9y 10).
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Gréfico 10. Depuracion de Ciprofloxacino en monos Rhesus macho con diferente tratamiento quirargico:
seccion completa, compresion al 90 % y al 100 % a dos estadios de tiempo.

En la etapa considerada como subaguda, 15 dias posteriores a la lesién, los cambios
farmacocinéticos obtenidos no siguieron la tendencia mostrada en la etapa aguda, los
parametros farmacocinéticos obtenidos parecieran revertir el comportamiento observado en
la etapa aguda, observandose para los monos con lesién medular por seccién y compresion
al 100% una disminucién de la vida media del farmaco (grafico 11), coincidente con una
disminucion en el volumen de distribucion (grafico 12) y un aumento en la depuracién del
mismo (grafico 13) con la resultante disminucion en la disposicién de ciprofloxacino (ABC
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o-INF) en el torrente sanguineo (grafico 14), al ser comparados todos éstos parametros con
sus valores respectivos antes de cualquier tratamiento quirdrgico (cuadro 3 y 5). Sin
embargo, para el mono con una lesion medular por compresion al 90 %, los cambios en los
parametros farmacocinéticos observados en esta etapa, parecen mantenerse de igual forma
que los observados en la etapa aguda (cuadro 4). Estos resultados pueden estar indicando
que las alteraciones farmacocinéticas observadas no dependen probablemente de forma
completa de las funciones relacionadas con la ausencia de la actividad motora “* ¥, dado
gue todos los animales en ésta etapa presentan paraplejia completa, y pueden estar
dependiendo también de la severidad de la lesion @, aunado al hecho de considerar que la
LTME no es un estado estacionario. La lesion primaria producida por el trauma mecanico
es seguida por una lesidn secundaria en la cual se incrementa el dafio neuronal original.
Atribuido esto a la presencia de multiples sustancias enddgenas entre el area de la lesion,
asi como también de la interrupcion de la microcirculacion ¢ %49,
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Gréfico 11. Tiempo de vida media de eliminacién (t;,) de ciprofloxacino, en monos Rhesus macho con
diferente tratamiento quirdrgico: seccion completa, compresion al 90 % y al 100 % a tres estadios de tiempo..

70
60
50
40

. dfb lﬂ 1h

0

vd (L/Kg)

o

Seccion Compresion ~ Compresion
completa 90% 100%

B Sin Lesion 24 Horas B 15 Dias

Gréfico 12. Volumen de distribucion de ciprofloxacino, en monos Rhesus macho con diferente tratamiento
quirdrgico: seccion completa, compresion al 90 % y al 100 % a tres estadios de tiempo..
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Gréfico 13. Depuracion (CL) de ciprofloxacino, en monos Rhesus macho con diferente tratamiento
quirdrgico: seccion completa, compresion al 90 % y al 100 % a tres estadios de tiempo.
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Gréfico 14. Disponibilidad de ciprofloxacino (ABC (. ), €n monos Rhesus macho con diferente
tratamiento quirdrgico: seccion completa, compresion al 90 % y al 100 % a tres estadios de tiempo.

En el periodo considerado como crénico han transcurrido dos meses desde que se realizo
la lesion, todos los monos siguen presentando una paraplejia completa y bajo las
condiciones del disefio del estudio, en ésta etapa se establecié que los resultados obtenidos
indiguen la tendencia final de la disposicion del farmaco bajo las condiciones de una lesion
medular permanente.

Los resultados obtenidos en la etapa cronica de forma general (Grafico 15, 16, 17, 18),
(cuadros 3-5) continGan mostrando alteraciones en los cursos temporales de
Ciprofloxacino, evidenciando cambios en la biodisponibilidad del antibidtico
aparentemente diferente segin el método de lesion y la severidad de la misma.
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Grafico 15. Disponibilidad de ciprofloxacino (ABC (. ne), €n monos Rhesus macho con diferente
tratamiento quirdrgico: seccion completa, compresion al 90 % y al 100 % durante la etapa cronica
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Grafico 16. Aclaramiento renal (CL) de ciprofloxacino en monos Rhesus macho con diferente tratamiento
quirdrgico: seccién completa, compresion al 90 % y al 100 % % durante la etapa cronica comparadas con su

control.
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Gréfico 17. Tiempo de vida media de eliminacidn (t;,) de ciprofloxacino en monos Rhesus macho con
diferente tratamiento quirdrgico: seccion completa, compresién al 90 % y al 100 % durante la etapa cronica
comparadas con su control.

30
25

20
1
1 I
0

Seccion  Compresion 90% Compresion
completa 100%

vd (L/Kg)
(631

o1 O

B Sin Lesion 2 Meses

Grafico 18. Volumen de distribucion (Vd) de ciprofloxacino en monos Rhesus macho con diferente
tratamiento quirdrgico: seccion completa, compresién al 90 % y al 100 % a dos estadios de tiempo, sin lesién
y 2 meses después de una LTME.

El mono con una severidad menor en la lesion medular (método de compresién al 90 %)
al final del estudio muestra un incremento del 16 % en el volumen de distribucion con
respecto al estadio inicial, el cual resulta en un prolongamiento del 115 % en la vida media
del farmaco, el imperceptible cambio en la depuracion del farmaco de 0.066 L/Kg*min en
la fase inicial a 0.0689 L/Kg*min, 2 meses después de la LTME no repercute

significativamente en la cantidad de farmaco en torrente sanguineo del mismo (Grafico
15).

Con una severidad mayor obtenida por el método de compresion (100%), los cambios se
denotan mayores con respecto al de 90 % de compresion, al encontrar que no obstante se
mantiene en esta etapa final un incremento en el volumen de distribucion del farmaco con
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respecto a su valor inicial , la vida media del mismo y la cantidad de farmaco en circulacion
se denotan en valores menores al ser comparados con sus datos iniciales, esto explicado
por el hecho de encontrar un incremento en la depuracion del farmaco de casi el 50 % con
respecto a su valor inicial, sugiriendo que la alteracion sistémica provocada por la LTME
pudiera ser de mucho mayor impacto en el flujo sanguineo ¢ *® y como consecuencia
cambios en la filtracion glomerular se pudieran estar denotando con el incremento en la
depuracidn observada en este tipo de lesion.

En tanto para el modelo de seccién completa si bien la depuracion del farmaco se
mantiene alta con respecto al su valor antes de la lesion medular (incremento del 16 % con
respecto al valor inicial) y no tan alto como en la etapa subaguda (incremento del 107 %),
ésta repercute en la disminucion de la vida media del farmaco, la cantidad de farmaco en el
torrente circulatorio y se observa un decremento considerable del volumen de distribucion
del farmaco cuando los parametros se comparan con sus valores antes de la lesion medular.
(Graficos 15-18)

El interesante decremento en el volumen de distribucion observado en la etapa cronica en
el mono con lesién medular por seccién completa en contraste con el incremento en el Vd
del antibidtico observado en el método por compresion medular (‘al 90 y 100 %), pudiera
estar indicando posibles alteraciones en los mecanismos de distribucién del farmaco
dependiendo del método de lesién, provocado no sélo por la alteracion en el flujo
sanguineo, también por la disminucion en la masa muscular que contribuye al incremento
de fluido extracelular debido a la lesion por un lado y una disminucién en el gasto
energético secundario al descenso en la actividad fisica por otro, factores provocados por la
lesion, “%*2) también por la sucesiva y diferente formacion del edema™, causado por el
método de lesion medular que pudiera estar existiendo e influyendo en la distribucion de
ciprofloxacino (Gréfico 19).
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Gréafico 19. Volumen de distribucion (Vd) de ciprofloxacino en monos Rhesus macho con diferente
tratamiento quirdrgico: seccion completa, compresion al 90 % y al 100 % a cuatro estadios de tiempo.
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Considerando que diversos estudios realizados en modelos experimentales en ratas,
empleando una via de administracion intravenosa, reportan que pueden llegar a presentarse
alteraciones en la distribucion y eliminacion, asociados con el volumen de distribucion y la
depuracion renal®*42 los resultados obtenidos en nuestro estudio pudieran no
contradecir a lo previamente reportado, sin embargo para definir de forma correcta la
expectativa de la influencia de severidad y método de lesiébn medular sobre la disposicion
de ciprofloxacino administrada por infusion intravenosa, un mayor numero de animales
para cada estudio es requerido.
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IX. CONCLUSIONES.

e Se confirma que el método empleado para la cuantificacion de
ciprofloxacino es preciso, exacto y selectivo de acuerdo a los intervalos de
concentracion esperados.

e Una lesion medular completa por método de compresion a diferentes
intensidades (90 y 100%) o seccion completa provoca cambios en la disponibilidad
de ciprofloxacino administrado por infusion intravenosa.

e Las alteraciones farmacocinéticas provocados por una LTME pudieran
variar con respecto al tipo e intensidad de la lesién, como se observa en los
resultados.

. La recuperacion en algunos parametros farmacocinéticos, pudiera deberse a
la estabilizacion del flujo sanguineo en los sujetos de estudio.

. Una lesion medular por el método de compresion a diferentes intensidades
(90 y 100%) o seccion completa, genera cambios en la biodisponibilidad de
ciprofloxacino administrado por infusion intravenosa.
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X. APLICACION DEL PROYECTO..

e  Este tipo de estudios contribuyen al conocimiento de la influencia de estados
patolégicos (LTME).sobre la biodisponibilidad de los medicamentos administrados
a pacientes.

e  Es conveniente realizar éste tipo de estudios incrementando el numero de
individuos (monos Rhesus) a fin de poder aplicar un analisis estadistico y
determinar la posibilidad de una diferencia estadistica significativa en los
parametros farmacocinéticos obtenidos.
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ABREVIATURAS.

ABC o.ne: Area Bajo la Curva extrapolada a infinito.
ABC (. Area Bajo la Curva extrapolada a tiempo t.
ADN: Acido Desoxiribonucléico.

CL.: Depuracion renal.

CLAR: Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion.

cm: Centimetro.

CV: Coeficiente de variacion.

dpt: Trauma directo primario.

e.e. : Error estandar.

h: Horas.

HPLC: High Performance Liquid Chromatography.
Idpt: Trauma indirecto primario.

IR: Infrarrojo.

L/Kg*min: Litro por kilogramo por minuto.
L/Kg: Litros por kilogramo.

LS: Dispersion ligera.

LTME: Lesién Traumatica de Médula Espinal.
mg/Kg: Miligramo por kilogramo.

min: Minutos.

mm: Milimetro

NMR: Resonancia Magnética Nuclear.

r’: Coeficiente de correlacion.
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SN:Sistema Nervioso.

SNC: Sistema Nervioso Central.

SNP: Sistema Nervioso Periférico.

Spc: Cambios patoldgicos secundarios.
t12: Tiempo de vida media de eliminacion.
T9: Vértebra toracica T9.

UV: Ultravioleta.

Vd: Volumen aparente de distribucion.

pg*min/mL: Microgramo por minuto por mililitro.

pg/mL: Microgramo por mililitro.

pL: Microlitro.
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