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Introduccion

1. INTRODUCCION

La lesidon traumatica de la medula espinal (LTME), es sin duda un problema
en materia de salud, ya que tiene efectos devastadores en el individuo que la sufre
presentandose un nuevo estilo de vida al que tiene que enfrentarse. Con esto vienen
cambios en el aspecto emocional, fisico y en el aspecto metabdlico, trayendo como
consecuencia una serie de alteraciones en el organismo, todos estos cambios
pueden modificar de una manera significativa la farmacocinética de algunos

farm aCOS(4’5’10'15'24 y 26)

En el campo clinico es dificil hasta el momento establecer una farmacoterapia
racional en personas con LTME, ya que existe una gran variabilidad entre estos
individuos, entre algunos de ellos estan: la intensidad de la lesion, el nivel en el que
ocurre tal lesion, el estadio de la misma los cuales generan diversas alteraciones
sistémicas y metabdlicas; ademas de otros factores que juegan un papel importante

como la edad, raza, género y volumen corporal®®

Hasta el momento diversos estudios acerca de la influencia de la lesion
medular sobre la disposicion de algunos farmacos se han publicado, donde reportan
cambios en parametros farmacocinéticos atribuibles a los cambios metabdlicos y
sistémicos presentes en la lesibn medular tanto en la etapa crénica (estudios

clinicos) y aguda (estudios experimentales) de la misma.

En la etapa aguda de la lesion medular los estudios realizados en modelos
experimentales (estudios realizados en ratas) sugieren un mayor cambio en la
farmacocinética de algunos farmacos, ante la dificultad ética de evidenciar estas
observaciones en estudios clinicos sisteméticos, el presente proyecto evaluo la
influencia de lesion traumatica de médula espinal a 24 horas, 15 dias y 2 meses
después de la lesion sobre la farmacocinética de un antibiotico (ciprofloxacina)
empleado para contrarrestar infecciones en vias urinarias, padecimiento comun en
pacientes con lesibn medular, empleando un modelo de lesibn medular por
compresion en monos Rhesus hembras y cuantificando la presencia del farmaco en

plasma por cromatografia liquida de alta resolucion.
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Introduccion

Se pudo determinar que la LTME provoca cambios significativos en la
farmacocinética de la ciprofloxacina 24 horas después de la lesién en area bajo la
curva, depuracion y tiempo de vida media; en tanto a los 15 y 60 dias después de la

lesidn no se observan cambios farmacocinéticos tan marcados.
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Marco tedrico

2. ANTECEDENTES

2.1 Farmacocinética.®"¥

Es el estudio de la evolucion temporal, de las concentraciones del farmaco y
sus metabolitos en fluidos, tejidos y excretas bioldgicas. El estudio esta en funcién
de la evaluacién de los procesos de absorcidn, distribucién, metabolismo y excrecion
que permite la construccion de modelos matematicos para interpretar los datos
obtenidos. EI método mas utilizado para la caracterizacion farmacocinética de un
medicamento consiste en presentar el organismo como un sistema de
compartimentos. La farmacocinética tiene por objeto el estudio y caracterizacion,
referidos al tiempo de los procesos de Absorcion, Distribucion, Metabolismo y
Excrecion de los medicamentos (ADME), mediante la utilizacion de modelos

matematicos en un contexto fisiolégico y farmacolégico.

Reduce los datos experimentales a cifras o parametros significativos y utiliza
estos datos reducidos para formular previsiones acerca de los resultados de futuros
ensayos para cuya realizacibn se requeriria tiempos y costos excesivos. Para
producir sus efectos caracteristicos, un medicamento debe estar presente en
concentraciones apropiadas en sus sitios de accién. Aunque las concentraciones
alcanzadas dependen de la cantidad de medicamento administrado, el grado y la
velocidad de absorcion, distribucion, unidén o depdsito en los tejidos, metabolismo y

excrecion.

2.1. Absorcién &7

La absorcion es el proceso farmacocinético que presenta cualquier
medicamento administrado por via no intravenosa, y puede describirse como la
velocidad a la que un medicamento deja su sitio de administracién y el grado o la
medida en que lo hace, sin embargo, lo mas importante es la biodisponibilidad este
es un término usado para indicar el grado en que un medicamento llega a su sitio de
accion o a un liguido biologico desde el cual el medicamento tiene acceso a su

mecanismo de accion.
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Marco tedrico

Hay muchos factores que influyen en la absorcién del medicamento como:

a)

b)

d)

e)

Solubilidad del medicamento, ya que los medicamentos administrados en
solucion acuosa se absorben mas rapidamente que los que estan en solucién
oleosa, suspension o forma soélida, porque se mezclan facilmente con la fase

acuosa en el sitio de accion.

La concentracién del medicamento.

La circulacion en el sitio de absorcion, entre mayor flujo sanguineo debido al
masaje o aplicacion local de calor aumenta la absorcion, un flujo sanguineo
menor producido por agentes vasoconstrictores, shock u otros factores
patolégicos pueden disminuir la absorcion.

Area de la superficie absorbente a la que se expone un medicamento. Los
medicamentos se absorben muy rapidamente en grandes superficies como el
epitelio alveolar pulmonar, la mucosa intestinal y, en algunos casos, también
la piel. La superficie absorbente esta determinada en gran medida a la via de

administracion.

Tamafio de particula

Cada uno de estos factores, juntos o por separado puede tener profundos

efectos sobre la eficacia y la toxicidad de un farmaco.

2.1.2. Distribucién *’

Después que un farmaco se absorbe o se inyecta en el torrente sanguineo se

distribuye en los liquidos intersticial y celular. Las formas de distribucion de los
farmacos dependen de factores fisioldgicos y de ciertas propiedades fisicoquimicas
de estas. La fase inicial de distribuciébn determinada por el gasto cardiaco vy la

circulacion sanguinea regional.
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El corazon, higado, rifion, encéfalo y otros érganos muy irrigados reciben casi
todos los farmacos durante los primeros minutos después de la absorcion la llegada
del farmaco al musculo, la mayoria de las visceras; la piel y la grasa en cambio es
mas lenta y estos tejidos pueden requerir desde minutos o varias horas para
alcanzar el equilibrio. La segunda fase de distribucion de un farmaco también esta
limitada por el flujo sanguineo e involucra una fraccion de la masa corporal mucho
mas grande que la primera fase. Junto con estas formas de distribucion de la
circulacion sanguinea, actian otros factores que determinan la velocidad de difusion

de los farmacos en los tejidos.

La difusion en el compartimiento intersticial se produce rapidamente debido a
la gran permeabilidad de las membranas endoteliales capilares (excepto encéfalo).
Los farmacos poco liposolubles que atraviesan las membranas tienen una
redistribucion restringida y, por ende, también son restringidos sus sitios potenciales

de accion.

La distribucion puede estar limitada a causa de la union del farmaco a
proteinas del plasma, especialmente la albumina para los farmacos é&cidos y la
glucoproteina alfa-acida para las farmacos basicos. Un farmaco que se liga
totalmente y con firmeza no tiene acceso a los sitios celulares de accion, ni puede
metabolizarse ni eliminarse. Los farmacos pueden acumularse en los tejidos en
concentraciones mayores que las esperadas de acuerdo con el equilibrio de fusion,
como resultados de gradientes de pH, uniones con constituyentes intracelulares o
disolucion en la grasa. El farmaco que se ha acumulado en un tejido determinado
puede servir como reservorio, prolongando la accion del farmaco en ese mismo

tejido o en un lugar distante al que llega por la circulacion.

Si el farmaco almacenado se halla en equilibrio con la del plasma y se libera
cuando la concentracion plasmatica declina, la concentracion del farmaco en el
plasma y en su lugar de accion resulta sostenida y se prolongan sus efectos
farmacoldgicos. Sin embargo, si el reservorio del farmaco tiene gran capacidad y se
llena rapido, se altera tanto la distribucion del farmaco inicialmente se requiere
mayor cantidad para alcanzar una concentracién terapéuticamente efectiva en el

organo efector.
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2.1.3. Metabolismo

La mayoria de los farmacos son metabolizados antes de ser eliminados del
organismo. Las reacciones de metabolizacion de los farmacos se han clasificado en

términos generales en procesos de fase | y de fase Il.

Los procesos de fase | llevan a cabo oxidacién, reduccion e hidrdlisis,
reacciones que proporcionan un grupo funcional para aumentar la polaridad de la
molécula de farmaco y crear un lugar adecuado para el metabolismo de fase Il. Los
procesos de fase Il consisten en reacciones de conjugacion o sintesis en las cuales
un grupo quimico voluminoso se fija a la molécula. Esto suele aumentar la
hidrosolubilidad y facilita la excrecidon del metabolito fuera del organismo. Las
enzimas metabolizadoras de farmacos tienen amplias especificidades de sustrato y

la especificidad de las enzimas es mas relativa que absoluta.

Por lo general, las enzimas que metabolizan los farmacos estan presentes en
multiples formas y las diferencias en la expresién genética entre unos individuos y
otros pueden contribuir a diferencias entre individuos en el metabolismo de los
farmacos. Muchos factores de la dieta pueden influir sobre las enzimas

metabolizadoras de farmacos entre otros:

La proporcion de proteinas.
Carbohidratos.

Alimentos vegetales que contienen flavonoides.

Y V VYV V

Alimentos asados y/o ahumados ricos en hidrocarburos aromaticos

policiclicos.

A veces, dos farmacos competiran para su metabolismo por la misma enzima,
con el resultado de una tasa metabdlica reducida para uno o ambos farmacos. Este

proceso se denomina “inhibicion”.
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2.1.4. Excrecion

Los farmacos se eliminan del organismo sin modificarse o bien como
metabolitos. Los drganos excretores, excepto el pulmén, eliminan con mayor
eficiencia compuestos polares que sustancias de gran liposolubilidad. Por esto los
farmacos liposolubles no se eliminan facilmente hasta que se metabolizan a
compuestos mas polares. El rifidn es el 6rgano mas importante en la eliminacion de
farmacos y sus metabolitos. Las sustancias excretadas en las heces son
principalmente farmacos ingeridos, no absorbidas o metabolitos excretados en bilis y

no reabsorbidas en el tracto gastrointestinal.

La excrecion de farmacos por la leche es importante, porque es la fuente

potencial de efectos farmacoldgicos indeseables para el lactante.

Excrecion renal de los farmacos y sus metabolitos en la orina implica tres

procesos:

» Filtracion glomerular.
» Secrecion tubular activa
» Reabsorcion tubular pasiva

Excrecion biliar y fecal muchos metabolitos de drogas formadas en el higado se
excretan en el tracto intestinal con la bilis. Estos metabolitos pueden excretarse en
las heces, pero es mas comun que se reabsorban y se excreten eventualmente en la

orina.
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2.1.5. Estudios Farmacocinéticos &3

Los estudios farmacocinéticos son una aproximacion hipotética y simplificada
gue permite describir el sistema bioldgico en términos matematicos. A través de los
cuales podemos definir los parametros farmacocinéticos tales como: vida media,

volumen de distribucién, constante de eliminacion, depuracion, concentracion
maxima entre otras.

logCp

Figura 1. Gréfica semilogaritmica de Cp vs t

Esta es la representacion del logaritmo de la concentracion plasmatica de un
farmaco frente al tiempo, que es compatible con el modelo farmacocinética
monocompartimental abierto del farmaco después de una dosis parenteral. La
extrapolacion de esta linea al tiempo cero produce una estimacion de la

concentracion inicial del medicamento (Cp) en el compartimiento si su distribucion
fuera instantanea, cuya ecuacion es:

C=Coe™

Tomando logaritmos naturales de ambos miembros resulta:

INC=1InCqy -kt

Pagina 8



Marco tedrico

Si la union relativa de un medicamento a los componentes de los tejidos y
fluidos es esencialmente independiente de la concentracion de dicho medicamento,
la relacidn entre la concentracion de medicamento en los distintos tejidos y fluidos es
constante. Por consiguiente, existird una relacion constante entre la concentracion

plasmatica C y la cantidad de medicamento en el organismo.

X=VC

La constante de proporcionalidad V de esta ecuacion resulta expresada en
unidades de volumen y se conoce como volumen aparente de distribucion. Esta
constante, a pesar de su nombre, no tiene normalmente un significado fisiol6gico

directo y no supone un volumen real.

El volumen aparente de distribucibn en una dosis intravenosa se puede

obtener mediante la siguiente relacion:

_ DosislV
C

\Y

0

La constante de velocidad de eliminacion de primer orden aparente, k, puede
calcularse a partir de la pendiente de la recta que es igual a —k/2.303 sin embargo,

resulta mas facil determinar k mediante la férmula:

V = 0.693

t1/ 2

En la que ti» es el tiempo necesario para que la concentracion de

medicamento en plasma o sangre se reduce a la mitad.*
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2.1.6. Infusion intravenosa ¥

En aquellos casos en gue la velocidad de entrada del farmaco al torrente
sanguineo se realiza de acuerdo con un proceso cinético de orden cero, como es el
caso de una administracion continua a velocidad constante (infusion intravenosa) y
cuando la velocidad de eliminacion desde el sistema es de tipo exponencial, la
cantidad de farmaco tiende a acumularse hasta alcanzar un estado de equilibrio
estacionario. Este equilibrio significa que la cantidad de farmaco en el sistema ha
aumentado hasta un valor maximo, que se mantiene constante, lograndose un nivel
constante o estacionario. En este estado estacionario, la velocidad de eliminacion se

iguala con la velocidad de entrada del farmaco al volumen de distribucién.

El estado estacionario puede ser alterado si se modifica la velocidad a la cual
se administra la infusién y por cambio de la constante de velocidad de eliminacion o

ambos parametros. Cualquiera de estos cambios da lugar a un nuevo estado

estacionario.

A continuacion se presenta una curva caracteristica después de administrar un

farmaco por infusion intravenosa a una velocidad constante:

—e
L

\

[+

T

T T

=
S
T

Cp [pg/ml}

-

Figura 2 Concentracién de un farmaco en plasma durante una infusion intravenosa a velocidad

constante.
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Para la mayoria de los farmacos, la eliminacién del farmaco del plasma sigue
un proceso de primer orden. Por lo tanto, en un modelo monocompartimental
abierto, el farmaco infusionado sigue una entrada de orden cero y una salida del
organismo de primer orden. La modificacion de la cantidad de farmaco en el cuerpo
en cualquier tiempo (dDf/dt) durante la infusion, es la velocidad de entrada menos la
velocidad de salida del farmaco.

dDf/dt = R — KDf (Ec.1)

donde Df es la cantidad de farmaco en el cuerpo, R es la velocidad de infusion
(orden cero) y K es la constante de velocidad de eliminacién (primer orden).

Integrando la ecuacion anterior da la siguiente ecuacion:

Cp = (R/VdK)(1 — e-Kt) (Ec. 2)

La ecuacion anterior nos da la concentracion de farmaco en plasma en
cualquier tiempo durante la infusion IV. Si la infusién es detenida antes de llegar a un
estado estacionario, la pendiente de la curva de eliminacion sigue siendo la misma.
Desde un punto de vista matematico, todas las infusiones son detenidas antes de
gue un estado estacionario verdadero sea obtenido, ya que un estado estacionario
tedrico es solamente alcanzado después de un tiempo de infusion infinitamente
largo. A medida que un farmaco es infusionado, el valor del tiempo (t) incrementa.
En un tiempo infinito, t = 0, e-Kt se aproxima a cero y la (Ec.2) se reduce a la

siguiente ecuacion:

Css=R/VdK (Ec. 3)

El tiempo requerido para obtener una concentracion de farmaco en plasma en
estado estacionario es dependiente de la vida media de eliminacién del farmaco. En
teoria, un tiempo infinito es necesario después de comenzar una infusion IV para
que el farmaco alcance una concentracion plasmatica en estado estacionario, ya que
la eliminacién del farmaco es exponencial (primer orden). Asi de ésta manera, la
concentracion del farmaco en plasma llega a ser asintética en un estado estacionario

tedrico.
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En la practica clinica, la actividad del farmaco sera observada cuando la
concentracion del farmaco alcance 6 se aproxime a una concentracion en plasma
deseada, la cual es usualmente la concentracion del farmaco en estado estacionario.
El tiempo para alcanzar 90, 95y 99 % de la concentracion de farmaco en plasma en
estado estacionario puede ser calculada. Para propdsitos terapéuticos, el tiempo
necesario para lograr que mas del 95 % de la concentracion del farmaco en plasma
en estado estacionario sea obtenida, es a menudo estimado. Por lo tanto, el tiempo
para que un farmaco cuyo t;, es 6 horas y pueda alcanzar mas del 95% de la
concentracion de éste en plasma en estado estacionario sera de cinco veces la vida
media 6 5X6 h. = 30 horas.

Un incremento en la velocidad de infusion no acortara el tiempo necesario
para obtener una concentracion de farmaco en estado estacionario. Si el farmaco es
administrado a una velocidad de infusion muy rapida, el nivel de concentracion del
farmaco mas elevado en estado estacionario sera obtenido, ya que el tiempo
necesario para alcanzar el estado estacionario sera el mismo. En un estado
estacionario, la velocidad de infusién equivale a la velocidad de eliminacién. Por lo
tanto, la velocidad de modificacion de la concentracion del farmaco en plasma es

igual a cero.

Recordemos que la (Ec.3) nos muestra que la concentracion del farmaco en
estado estacionario es dependiente del volumen de distribucion, la constante de
velocidad de eliminacién y de la velocidad de infusion. Alterando cualquiera de los
parametros farmacocinéticos anteriores se puede afectar la concentracion del
farmaco en estado estacionario. Cuando la constante de velocidad de eliminacién
disminuye, la velocidad de infusion se debe disminuir proporcionalmente para
mantener la misma concentracion de farmaco en estado estacionario. La infusion IV
puede ser utilizada para determinar la depuracion corporal total, si la velocidad de
infusion y el nivel de concentracion del farmaco en estado estacionario son

conocidos.
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2.2. Unién a proteinas plasmaticas™*¥

Muchos medicamentos se ligan a proteinas del plasma; los farmacos acidos lo
hacen predominantemente con la albumina que es la proteina plasmatica mayoritaria
(40 g/L), y los alcalinos con la a;-glucoproteina acida. La unién con otras proteinas
se produce en un grado mucho menor. Por lo comun es reversible y a veces se

observa enlaces covalentes de medicamentos reactivos, como los alquilantes.

Del total del farmaco, la fraccion plasmatica que habra de unirse dependera de
la concentracion de aquel, su afinidad por los sitios de union y el nimero de estos

ultimos.

Si la concentracion es pequefia (menor que la constante de disociacion de union
a proteinas plasmaéticas), la fraccion ligada estara en funcion del nimero de sitios de
union y de la constante de disociacion. En caso de que la concentracion exceda la
constante de disociacion, la fraccion ligada estara en funcion del nimero de sitios de

accion y de la concentracién del medicamento.

La uniéon de un medicamento a proteinas plasmaticas, limita su concentracion
en los tejidos y en su sitio de accion, porque solo el farmaco libre esta en equilibrio
entre uno y otro lado de las membranas. La unién también limita la filtracion
glomerular del medicamento; sin embargo la unién a proteinas plasmaticas no
suele limitar la secrecion tubular renal, ni la biotransformacion, porque tales
procesos disminuyen la concentracion del medicamento libre, lo cual va seguido

inmediatamente de la disociacion del complejo farmaco-proteina.
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2.3. Validacion ©#3%

La validacion de métodos analiticos para estudios de farmacocinética, incluye
todos los procedimientos requeridos para demostrar que un método particular para
la determinacién cuantitativa de la concentracion de la sustancia de interés o serie
de sustancias de interés en una matriz biolégica particular es confiable para la
aplicacion deseada a través de parametros analiticos. Algunas de las técnicas
bioanaliticas mas comunmente empleadas son: 1) métodos quimicos (ejem.
cromatografia de gases o de liquidos de alta resolucion y varios procedimientos con
cromatografia de masas directa y en combinacidon con otras técnicas) y 2) métodos
biologicos, basados estos en procedimientos de inmunoensayos ( ejem. técnica

enzimatica de inmunoensayo multiplicativa, métodos microbioldgicos etc.)

Los parametros esenciales para asegurar la aceptabilidad del método
analitico son: la estabilidad de la sustancia de interés en la matriz bajo las
condiciones en que se llevaran a cabo el estudio, la precision y exactitud, la

especificidad y el intervalo lineal de la funcién-respuesta en que se esta trabajando.

Estabilidad de la muestra analitica: Propiedad de una muestra, preparada
para su cuantificacion, de conservar su integridad fisicoquimica y la concentracion
del analito, después de almacenarse durante un tiempo determinado bajo
condiciones especificas.

Precision del sistema: Verificacion de que el sistema (instrumento), opera con
base a criterios preestablecidos, que permitan asegurar la confiabilidad de los

resultados de un método analitico.

Linealidad del sistema: Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos,
son proporcionales entre la concentracion y la respuesta analitica (mV, absorbancia,

unidades de fluorescencia, etc.) dada por el equipo.
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Exactitud: Concordancia entre un valor obtenido empleando el método y el

valor de referencia.

Especificidad: Capacidad de un método analitico para obtener una respuesta

debida Unicamente al analito de interés y no a otros componentes de la muestra.

Precision: Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales,
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una

muestra homogénea del producto o de una referencia.

Precision intermedia: Precisidbn de un método analitico, expresada como la
concordancia relativa obtenida entre determinaciones independientes realizadas en

un mismo laboratorio, por diferentes analistas, en distintos dias.

Repetibilidad: Precision de un método analitico, expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas por un

mismo analista a las mismas condiciones de analisis en el mismo laboratorio.

Reproducibilidad: Precision de un meétodo analitico, expresada como la
concordancia entre determinaciones independientes realizadas por diferentes

laboratorios.

Limite de deteccion: Concentracion minima del analito en una muestra, que
puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones
establecidas.

Limite de cuantificacion: Concentracion minima del analito, que puede ser
determinada con precision y exactitud aceptables, bajo las condiciones de operacion

establecidas.

Robustez: Capacidad del método analitico de mantener su desempefio al
presentarse variaciones pequefias pero deliberadas, en los parametros normales de

operacion del método.
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2.4. Ciprofloxacina 2%

Estructura quimica:

HN

F COOCH

O

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

quinolinocarboxilico.

Formula condensada: C;7H1gFN303

Peso Molecular: 331.35 gramos/mol.

Descripcién y solubilidad. 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.

El pKa de la ciprofloxacina es de 6.09, 8.74
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2.4.1. Parametros farmacocinéticos de ciprofloxacina.®”
» Biodisponibilidad por via oral (F) 60 %
» Excrecion urinaria 65 %
» Fijo en plasma: 30 %
» Depuracion: 25.2 L/h/70Kg
» Volumen de distribucion 130 L/70Kg
» Vida media 4.1h

La ciprofloxacina es una fluoroquinolona, que como uso clinico da buen
resultado para el tratamiento de infecciones en vias urinarias, aun cuando sean
producidas por bacterias multiresistentes como Pseudomonas. Es eficaz

administrada 500 mg dos veces al dia por via oral.

2.4.2. Indicaciones Terapéuticas ¥

Infecciones producidas por microorganismos sensibles a la ciprofloxacina: de
las vias respiratorias causadas por Klebsiella, Enterobacter, Proteus, E. coli,
Pseudomonas, Haemophilus, Branhamella, Legionella, Staphylococcus.; del oido
medio (otitis media) y de los senos paranasales (sinusitis), especialmente cuando
son causadas por gérmenes gramnegativos incluidos Pseudomonas o por
Staphylococcus; de las vias urinarias y de los 6rganos genitales, cuando hay
gonorrea, anexitis, salpingitis y prostatitis; de la cavidad abdominal (por ejemplo,

infecciones bacterianas del tracto gastrointestinal, de las vias biliares, peritonitis).

Sin embargo, en neumonia neumococica de tratamiento ambulatorio, la

ciprofloxacina no es el preparado de primera eleccion.
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2.5. Organizacién del Sistema Nervioso de los Vertebrados.®”

El sistema nervioso de los vertebrados tiene subdivisiones que pueden ser
distinguidas por criterios anatomicos, fisioldgicos y funcionales. La principal es la
subdivision en sistema nervioso central el cerebro y la médula espinal y sistema
nervioso periférico las vias sensoriales y motoras que llevan informacion hacia y
desde el sistema nervioso central. Las vias motoras se dividen a su vez en el
sistema nervioso somatico, con control voluntario sobre el musculo esquelético y en
el sistema nervioso autbnomo, que controla en forma inconsciente al musculo liso, al
cardiaco y a las glandulas. El sistema autonomo, a su vez, se subdivide en sistema
simpético y sistema parasimpatico. La unidad funcional del sistema nervioso es la

neurona, que tiene un cuerpo celular, un axén y frecuentemente muchas dendritas.

Hay cuatro clases de neuronas: neuronas sensoriales; interneuronas;
neuronas de proyeccion y neuronas motoras. Muchas estan rodeadas y aisladas por
células de la glia, llamadas neuroglia en el sistema nervioso central y células de

Schwann en el sistema nervioso periférico.

Sistema
Nervioso
o Central
Localizacién Periférico (cerebroy
medula espinal)
Funcion Sensorial Motor
Somatico Autdnomo
Control (hacia los (hacia el musculo
musculos i i
| liso, musculo)
esqueléticos i 4
q ) cardiaco, glandulas)

Figura 3. Organizacion del Sistema Nervioso de los vertebrados’
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2.6. Sistema Nervioso Central (SNC) ¢7

El sistema nervioso de los vertebrados consiste en un sistema nervioso
central el cerebro y la médula espinal y un sistema nervioso periférico, una vasta red
de nervios que conectan el sistema nervioso central con todas las otras partes del
cuerpo. Las neuronas sensoriales llevan informacién al sistema nervioso central y
las neuronas motoras la llevan desde ese sistema. Las neuronas motoras estan
organizadas en los sistemas somatico y autbnomo, y el sistema autonomo contiene
dos divisiones: la simpatica y la parasimpatica. Dentro del sistema nervioso central,

la médula espinal constituye el enlace entre el cerebro y el resto del cuerpo.

2.6.1. Sistema Nervioso Auténomo (SNA) 417

Las divisiones del sistema nervioso autbnomo -simpatica y parasimpatica- son
anatomica, fisiolégica y funcionalmente distintas. Funcionalmente, los sistemas
simpatico y parasimpatico son generalmente antagénicos. La mayoria de los
organos internos estan inervados por axones de ambos sistemas y la regulacion
homeostética del cuerpo depende de la cooperacion de estas divisiones del sistema
auténomo y de la actividad de las glandulas endocrinas. El sistema parasimpatico

esta involucrado primariamente en las actividades restauradoras del cuerpo.

Se denomina también sistema visceral, autbnomo o involuntario. En la
periferia esta constituido por nervios, ganglios y plexos, que brindan innervaciéon a
corazén y a vasos sanguineos, otros érganos viscerales y musculo liso y regula las
funciones autondmicas que se producen sin control de la conciencia. Las fibras
aferentes de los organismos viscerales son el primer enlace de los arcos reflejos del
sistema autonomo. Los ganglios eferentes del sistema nervioso autbnomo envian
impulsos a todos lo tejidos inervados del cuerpo, salvo el musculo estriado, que se

encuentra inervado por nervios somaticos.
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Es probable que no existan centros de integracidon puramente autonémicos o
somaticos, y que se produzca sobre posicion extensa. Las reacciones somaticas
conllevan siempre reacciones viscerales y viceversa. Los reflejos autondmicos se
pueden desencadenar antes de la medula espinal, manifestando asi sudacion,
cambios en la presion arterial, reacciones vasomotoras a los cambios de
temperatura y vaciamiento reflejo de la vejiga urinaria, recto vesiculas seminales.
Existen también ramificaciones centrales extensas del sistema autonomo por arriba
del nivel de la médula espinal y se sabe que el control de la respiracion es en el

bulbo raquideo.

2.6.2. Divisiones del sistema auténomo periférico.***"

En el lado eferente, el sistema nervioso autobnomo esta constituido por dos
grandes divisiones: 1) la via de salida simpatica o toracolumbar, y 2) la via de salida
parasimpatica o craneosacra (figura 4). A continuacion se ofrece una descripcion de
los aspectos anatomicos necesarios para comprender los efectos de los farmacos de
accion autonomica. El neurotransmisor de todas las fibras autonémicas
preganglionares, de todas las fibras parasimpaticos, posganglionares y de unas
cuantas fibras simpaticas posganglionares es la acetilcolina (ACh); estas son
llamadas fibras colinérgicas; en las fibras adrenérgicas, la mayor parte de las fibras
son simpaticas posganglionares. En éstas, el transmisor es noradrenalina
(levarterenol). Probablemente se trate de sustancia P y glutamato, puesto que
ambos se encuentran en grandes concentraciones en las regiones dorsales de la

médula espinal.*”

Existen otros neurotransmisores que pueden manifestarse en menor medida

durante la transmision (tabla 1).
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Figura 4 Sistema nervioso simpatico y sistema nervioso parasimpatico
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2.6.2.1. Sistema nervioso simpatico. 47

El sistema simpatico, prepara el cuerpo para la accion. Los rasgos fisicos del
miedo, como el aumento de las frecuencias cardiaca y respiratoria, entre otros,

resultan de la descarga aumentada de neuronas del sistema simpético.

Las células que dan origen a las fibras preganglionares de esta division se
encuentran, sobre todo, en las columnas intermedio-laterales de la médula espinal, y
se extienden desde el primer segmento toracico hasta el segundo o el tercer
segmento lumbar. Los axones provenientes de estas células corren por las raices
nerviosas anteriores, y hacen sinapsis con neuronas que se encuentran en los
ganglios simpaticos fuera del eje cefalorraquideo. Los ganglios simpaticos tienen

tres localizaciones: paravertebral, prevertebral y terminal.

Los ganglios simpaticos paravertebrales consisten en 22 partes, cada uno
colocado a cada lado de la columna vertebral para formar las cadenas laterales
(figura 4). Los ganglios se conectan entre si por troncos nerviosos y con los nervios
raquideos, por medio de ramos comunicantes. Los ramos blancos se restringen a los
segmentos de la via de salida toracolumbar; transportan a las fibras mielinicas

preganglionares que salen de la médula espinal por las raices raquideas anteriores.

Los ramos grises se originan en los ganglios y llevan fibras posganglionares de
vuelta hacia los nervios raquideos para la distribucion hacia las glandulas
sudoriparas y los musculos pilomotores, y hacia los vasos sanguineos del musculo
estriado y la piel. Los ganglios prevertebrales se encuentran en abdomen y pelvis,
cerca de la superficie ventral de la columna vertebral O6sea, y consisten
principalmente en ganglios celiacos (solares), mesentéricos superiores,
aortorrenales y mesentéricos inferiores. Los ganglios terminales son de numero
escaso, se localizan cerca de los érganos que inervan e incluyen a los ganglios
conectados con la vejiga urinaria y el recto y a los ganglios de la regién cervical.
Ademas, hay ganglios intermedios pequefios, sobre todo en la region toracolumbar,

que se hallan fuera de la cadena vertebral ordinaria.
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Su numero y localizaciébn son variables, pero suelen encontrarse en proximidad

estrecha con los ramos comunicantes y las raices nerviosas raquideas anteriores.

Las fibras posganglionares que se originan en los ganglios simpaticos inervan
estructuras viscerales de torax, abdomen, cabeza y cuello. Tronco y extremidades
se encuentran inervados por fibras simpaticas que transcurren por los nervios
raquideos, como ya se describio. Los ganglios prevertebrales contienen cuerpos
celulares, cuyos axones inervan a las glandulas y al muasculo liso de las visceras
abdominales y pélvicas. Muchas de las fibras simpaticas toracicas superiores
provenientes de los ganglios vertebrales forman plexos terminales, como los plexos

cardiaco, esofagico y pulmonar.

La distribucion simpatica hacia la cabeza y cuello (vasomotora,
pupilodilatadora, secretora y pilomotora) esta por la cadena simpatica cervical y sus
tres ganglios. Todas las fibras posganglionares de dicha cadena se originan en los
cuerpos celulares localizados en estos tres ganglios; todas las fibras
preganglionares nacen de los segmentos toracicos superiores de la médula espinal,

y no existen fibras simpaticas que dejen al SNC por arriba del primer nivel toracico.

2.6.2.2. Sistema nervioso parasimpatico.

El sistema parasimpatico esta involucrado primariamente en las actividades
restauradoras del cuerpo. La estimulacion parasimpatica hace mas lenta la
frecuencia cardiaca, incrementa los movimientos del muasculo liso de la pared
intestinal, y estimula la secrecion de las glandulas salivales y de las glandulas

digestivas del estémago.®”

El sistema nervioso parasimpatico esta constituido por fibras preganglionares
que se originan en tres areas del SNC y sus conexiones posganglionares (figura 4).
Las regiones de origen central son mesencéfalo, bulbo raquideo y parte sacra de la
médula espinal. Las fibras mesencefalicas, o tectales, son aquellas que surgen del
nacleo de Edinger-Westphal del Il par, y que pasan hacia el ganglio ciliar en la

orbita. Las fibras bulbares estan constituidas por componentes parasimpaticos de los
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nervios craneales VII, IX y X. Las fibras del VIl par, o facial, constituyen la cuerda del
timpano, que inerva a los ganglios que se encuentran sobre las glandulas
submaxilares y sublinguales. Forman también el nervio petroso superficial mayor,
que inerva al ganglio esfenopalatino. Los componentes autonomicos del IX par, o
glosofaringeo, inervan al ganglio auditivo. Las fibras parasimpaticas posganglionares
provenientes de estos ganglios inervan esfinter del iris, musculo ciliar, glandulas
salivales y lagrimales, y glandulas mucosas de nariz, boca y faringe. Estas fibras
incluyen también nervios vasodilatadores para los 6rganos mencionados. El X par, o
vago, se origina en el bulbo raquideo y contiene fibras preganglionares, la mayor
parte de las cuales no hacen sinapsis hasta que llegan a los muchos ganglios
pequefios que se encuentran directamente sobre las visceras de torax y abdomen, o
dentro de estas mismas. En la pared intestinal, las fibras vagales terminan alrededor
de células ganglionares en los plexos de Auerbach y Meissner. Las fibras pre-
ganglionares son, por tanto, muy largas, en tanto que las posganglionares son muy
cortas. El nervio vago contiene un nimero bastante mayor de fibras aferentes (pero
al parecer sin fibras del dolor) provenientes de las visceras y que transcurren hasta
el bulbo raquideo; los cuerpos celulares de estas fibras se encuentran
principalmente en el ganglio nodoso.™*
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Principales Neur otransmisores

Acetilcolina
Dopamina
Serotonina (5-hidroxitriptamina)
Aminas bidégenas . .
Histamina
Noradrenalina (norepinefrina)

Adrenalina

GABA
Glicina
Aminoacidos Glutamato

Aspartato

Sustancia P

Neuropéptido Y

Péptido vasoactivo intestinal (VIP)
Neuropeptidos Arginina vasopresina (AVP)
Galanina

Péptidos opioides: (encefalinas y endorfinas)

Oxido nitrico (ON)

Gases )
Monoxido de carbono (CO)

Tabla 1. Principales neurotransmisores @)
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2.7. Lesién Traumaética de Medula Espinal (LTME). #3329

La lesion medular es una alteracion de la medula espinal que puede ser
causada por diferentes enfermedades; pero la principal causa es por traumatismo,
gue modifica no solo la fuerza muscular y la sensibilidad, genera también un cambio

en todos los sistemas del organismo.

Otros cambios que ocurren son: a nivel econdmico, social y psicolégico, que
dependiendo de la severidad de la lesion puede ser muy discapacitante. La mayoria
de las lesiones de la médula espinal son consecuencia de accidentes de transito,
gue afectan con mayor frecuencia a varones jovenes y en una elevada proporcion de

los casos quedan como secuela cuadriplejia o paraplejia

Paraplejia. Cuando una persona ha perdido la sensibilidad y no es capaz de
mover la parte inferior de su cuerpo. La lesion se encuentra en la parte dorsal,

lumbar o sacra.

Tetraplejia. Cuando ha perdido sensacion y movimiento en la parte inferior y

superior del cuerpo. La lesién se encuentra a nivel cervical.

Los mecanismos de lesion son diferentes segun los niveles de la médula
afectados: en la médula cervical el mecanismo mas frecuente es la hiperextension
por traumatismo en la regidén anterior del craneo o por el efecto del latigazo por un
golpe en la parte posterior del vehiculo; en la médula toracolumbar los mecanismos

pueden ser de flexion — comprension, de comprension arterial o de rotacion lateral.

La consecuencia mas grave del traumatismo espinal es la seccion transversal
completa de la médula espinal que presenta pérdida de actividad funcional
distalmente a la lesidon con ausencia de la sensibilidad, y pérdida de actividad
funcional, pérdida de la actividad motora, ausencia de reflejos, retencion vesical y

trastornos vegetativos.

La lesion incompleta mas frecuente es el sindrome de Brown — Sequard o de
hemiseccion medular en el cual se presenta paralisis flacida, arreflexia y signo de
Babinski, en el lado de la hemiseccion, y en el lado opuesto pérdida de sensibilidad

al dolor y a la temperatura por la lesién del haz espinotalamico lateral.
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2.7.1. Etapas de la Lesion Medular.

Se puede dividir en dos, principalmente el choque medular o etapa aguda,
caracterizado por presentar arreflexia, paralisis de la regién afectada, esfinteres
arreflexicos, y liberacibn medular o etapa crénica caracterizada por presentar
hiperreflexia, espasticidad. Movimientos involuntarios etc.. La primera puede tener
una duracion de 4 a 8 semanas, la segunda hasta 6 meses periodo en el que se

puede obtener la mayor recuperacion neurolégica®®

El efecto sistematico de la lesidon aguda de la espina dorsal o toracica incluye
hipotensién y reduce el trabajo cardiaco. El efecto local incluye pérdida de
autorregulacion en el segmento lesionado de la espina dorsal y una reduccion
marcada de la microcirculacion en ambas; materia gris y blanca, especialmente en
regiones con hemorragia y zonas adyacentes. La pérdida microcirculatoria se
extiende considerablemente a una distancia proximal y distal al sitio de la lesion.
Muchos han demostrado la reduccién del fluido sanguineo de la espina dorsal por

medio de una dependencia de la severidad de la lesion.

Muchos axones son dafados directamente por la deformacion fisica del
cordon espinal (lesion primaria) sin embargo, un gran numero de axones son
perdidos como resultado de una variante quimica, eventos celulares que son
iniciadores del ataque mecanico original (lesidon secundaria). La patologia secundaria
y los cambios celulares que ocurren en el tejido de cordon espinal con traumatismo
incluye la hidrélisis de un lipido enziméatico como resultado de la produccion de
peroxidacion lipidica, pérdida calcio del espacio intracelular, acumulacion de potasio
en el espacio extracelular, un incremento total de sodio en el tejido y decrecion de
magnesio, decrecion de sodio — potasio en la actividad ATPasa. También la
peroxidacion de los lipidos de la membrana es iniciada por radicales libres por la

dislocacién o descompartimentizacién de iones de hierro, hemoglobina 6 ambos ®%
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2.7.2. Alteraciones farmacocinéticas reportadas por lesién medular.

Se han realizado diversos estudios clinicos los cuales han reportado
alteraciones farmacocinéticas de varios farmacos; tal es el caso de amikacina que
fue estudiada en una etapa cronica en humanos, mostrando que el Vd en estado
estacionario, la vida media y el tiempo medio de residencia de la amikacina fueron

incrementados con respecto a su valor control®®.

Otro farmaco reportado con
alteraciones farmacocinéticas es la gentamicina administrada por via intramuscular
presentd una absorcion retardada y una concentracion maxima disminuida en suero
de sujetos con una LTME causado por una disminucion en el flujo sanguineo
muscular, dado que la disminucion del flujo sanguineo es caracteristico de un
muasculo paralizado, lo cual da por resultado una eficacia baja del farmaco

administrado por ésta via®”.

También se ha observado alteraciones ligeras en la biodisponibilidad de
salicilato después de una administracion oral de aspirina cuando hay una lesion
inducida a un nivel T8 en modelo experimental. La velocidad, pero no la cantidad de
absorcion de la aspirina parece ser significativamente afectada después de una
LTME®?,

Otros estudios en modelos experimentales han demostrado que depende del
nivel de la lesion es reflejada la alteracion en el sistema, ya que si la lesion se
presentaba a nivel T5-T10 la motilidad y el vaciamiento gastrico se veian alterados,
por lo tanto los medicamentos administrados no alcanzaban la concentracion
maxima y el tiempo de vida media se prolongaba casi al doble de lo normal. Debido
a estos estudios que reportan diversas alteraciones farmacocinéticas; se hace
necesario el estudio farmacocinético empleando modelos experimentales en

animales de laboratorio™®,

Pagina 28



Planteamiento del problema

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una lesion medular puede producirse por caidas, disparos de pistola, accidente
automovilistico, accidente peatonal u otros eventos que fractura o disloca la columna
vertebral, induciendo una presion mecénica o secciéon completa (en casos graves) al
tejido medular. La lesion medular provocada inicialmente por el traumatismo,
desencadena un segundo conjunto de procesos de autodestruccion (exitotoxicidad,
inflamacion, acumulacién de radicales libres, apoptosis, isquemia) que aumenta el

dafio al tejido medular *°%°

La lesibn de la meédula espinal (LME) produce alteraciones estructurales y
funcionales que oscilan desde el bloqueo transitorio de la conduccién, hasta la
seccidbn medular completa. El resultado del trauma a la médula espinal, es en
primera instancia, fisico, el cual es seguido por una serie de dafios que inician a los
pocos minutos y contindan dias o afios despueés. Esta lesion secundaria provoca
cambios fisiopatolégicos en la médula espinal, que destruyen importantemente el
tejido medular. Ademas de la paralisis y la pérdida de sensibilidad, la lesién
traumatica de la médula espinal, también causa severas alteraciones sistémicas y
metabdlicas que pueden poner en peligro la vida del paciente, retrasan su
rehabilitacion, debido a que se alteran funciones del sistema cardiovascular,
gastrointestinal, renal, endocrino e inmune ™, condiciones que pueden modificar la
respuesta del organismo ante las terapias con medicamentos y exponen de manera
importante la necesidad de definir, mediante estudios experimentales la influencia

de la lesidon medular sobre la farmacocinética de farmacos.

Diversos estudios acerca de la influencia de la lesibn medular sobre

disposicion de algunos farmacos se han publicado, donde reportan cambios en

parametros farmacocinéticos atribuibles a los cambios metabdlicos y sistémicos

presentes en la lesién medular tanto en la etapa crénica (estudios clinicos)®® y aguda

(estudios experimentales) de la misma *®
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Sin embargo en la etapa aguda de la lesibn medular los estudios realizados en
modelos experimentales (estudios realizados en ratas) sugieren un mayor cambio en la
farmacocinética de algunos farmacos“? debido a que la LME provocada inicialmente
por el traumatismo, desencadena un segundo conjunto de procesos de autodestruccion
como se menciond anteriormente y que aumenta el dafio al tejido medular®™ para pasar
de una lesion medular incompleta a una lesién medular completa. Una lesion completa
significa que no hay sensibilidad ni funcion motora por debajo del nivel de lesién y los
cambios sistémicos y metabdlicos son mas severos que en una lesién incompleta. Con
base a lo anterior en el presente proyecto se evaluara la influencia del tiempo de una
lesion traumatica de médula espinal en la etapa inicial de la lesion ( 24 horas, 15 dias y
2 meses después de la lesion) sobre la farmacocinética de la ciprofloxacina un
antibiotico usado comunmente para anular infecciones en vias urinarias, padecimiento
frecuente en pacientes con lesion medular, ante la dificultad ética de evidenciar estas
observaciones en estudios clinicos sistematizados, en este proyecto se empleara un
modelo de lesion medular por compresion propuesto e implementado en el centro de

Investigacion Camina, en mono Rhesus hembra a nivel de la vértebra toracica 9.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la influencia del tiempo de una lesién en la médula espinal, en la
farmacocinética de la ciprofloxacina administrada de manera intravenosa en monos

Rhesus hembra.

4.1. Objetivos particulares

» Reproducir con precision y exactitud el método de cuantificacion de la
ciprofloxacina en plasma de mono por CLAR.

» Evaluar la farmacocinética de la ciprofloxacina administrada de manera

intravenosa en monos Rhesus hembra.

» Determinar la farmacocinética de la ciprofloxacina administrada de manera

intravenosa en monos Rhesus hembra, 24 horas después de una LTME.

» Determinar la farmacocinética de la ciprofloxacina administrada de manera

intravenosa en monos Rhesus hembra, 15 dias después de una LTME.

» Determinar la farmacocinética de la ciprofloxacina administrada de manera

intravenosa en monos Rhesus hembra, 2 meses después de una LTME.

» Comparar la farmacocinética de la ciprofloxacina administrada de manera

intravenosa antes y después de la LTME en sus diferentes estadios.
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5. HIPOTESIS

Cambios farmacocinéticos de la ciprofloxacina administrada por via de infusion
intravenosa a monos Rhesus hembra en presencia de una lesién traumatica de
médula espinal podran evidenciarse en diferente magnitud a las 24 horas, 15 dias y
2 meses posterior a la lesion medular debido a que inmediatamente posterior al
traumatismo medular se desencadena un segundo conjunto de procesos de
destruccion que aumenta el dafio al tejido medular provocando diversas alteraciones

sistémicas y metabdlicas.
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Tipo de Estudio:

Experimental, Prospectivo y Longitudinal, en una poblacion de Monos Rhesus

hembras con un peso entre 5y 7 Kg, y edad de entre 5 a 10 afios.

Criterios de Inclusion:

Primates no humanos sanos, de la especie requerida, en el intervalo de peso y edad

mencionados, fisica y clinicamente sanos.

Criterios de Exclusion:

Que los primates presenten un cambio en su comportamiento antes del estudio,

debido a que pueden ser indicios de alguna enfermedad.

Criterios de Eliminacion:

Reacciones adversas al medicamento al momento de su administracion. Que

después de la lesiéon medular surjan complicaciones post-quirargicas.

Variables:

Tiempo después de la lesibn medular: 24 horas, 15 dias y 2 meses.
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6.1. Materiales:

YV V.V V V V V V V V V V V

Vasos de precipitado de distintas capacidades

Pipetas volumétricas de 1.0 mL

Pipetas graduadas de 2, 5y 10 mL
Matraces volumétricos de 10, 50 y 1000 mL
Probetas graduadas de 100, 500 y 1000 mL
Pipetas semiautomaticas Eppendorf

Tubos Eppendorf

Papel glassin

Espatula de acero inoxidable

Frascos de plastico de 20 mL

Jeringas de 10 mL

Tubos de ensayo de 13 X 18 cm

Gradilla

6.2. Reactivos:

vV V.V V V V V V V VY

Acetonitrilo J.T. Baker grado HPLC

Ciprofloxacina estandar secundario Lote 6700047004
Enrofloxacina. estdndar secundario, lote 04-02-6017

Trietilamina. productos quimicos Monterrey
Acido Perclorico. J.T Baker analizad
Metanol J.T. Baker grado HPLC

Acido fosforico 85% Grado HPLC.
Heparina.

Tiras indicadoras de pH, Merck

Plasma de cuatro primates no humanos antes y después de una intervencion

quirdrgica determinada.
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6.3. Equipo e Instrumentacion

YV V.V V V V V V V V V V

Balanza analitica Ohaus

Bomba para vacio

Equipo de filtracion Millipore

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

Centrifuga Fischer Scientific Maraton 26 KM

Equipo desionizador de agua System Milli-Q Water Millipore
Cromatografo de Liquidos Waterscon Detector Waters 486
Columna Zorbax SB-C18 4.6 x 75 mm 3.5 pum

Silla de contencién para los primates sometidos a estudio
Equipo de Venaoclisis

Cronometro.

6.4. Manejo de los primates sometidos a investigacion.

6.4.1. Antes del tratamiento quirurgico.

a) Confinamiento: Los primates previamente adiestrados para el estudio (dos

semanas antes), con un ayuno de 12 horas, se colocaron en una silla de contencién

para el estudio farmacocinético. Se canalizaron para la toma de muestra y

administracion del farmaco, en una de las venas de cada una de las extremidades

superiores, usando un catéter de polietileno del No. 20.

b) Administracion del farmaco: La ciprofloxacina se administré6 por infusion

intravenosa a una dosis de 10 mg/Kg de peso, por un intervalo de 30 minutos, a

través de un equipo de venoclisis.
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c) Toma de muestra: Se tomaron muestras por duplicado de 1.0 a 1.5 mL de
sangre, antes de la administracién del farmaco y a los tiempos de 7.5, 15, 30, 45, 60,
75, 90, 120, 150, 180, 240, 360, 480 y 600 minutos después de la administracion de
la ciprofloxacina. Las muestras fueron recibidas en tubos eppendorf con 100 uL de
heparina previamente adicionada para separar el plasma por centrifugacion; una vez

obtenido, se mantuvo en congelamiento a —20 °C hasta el momento de su analisis.

6.4.2. Tratamiento quirurgico.

a) Anestesia : Se empled una anestesia general inhalatoria utilizada para cirugias
mayores y consisti6 en la utilizacién de tiletamina-zolacepam (ZoletiR ®) como
inductor para intubacién endotraqueal (3 mg/Kg) que se mantuvo con isofluorano al
2%.

Se monitorearon sus constantes fisiologicas (frecuencia cardiaca F.C., frecuencia
respiratoria F.R., tension arterial T.A., temperatura y saturacion de oxigeno) a traves

de un monitor cardiaco.

b) Cirugia con lesion y cuidados: Bajo condiciones estériles se realiz0 una
incisién longitudinal a nivel de la vértebra toracica T11, hasta exponer la médula a
través de una laminectomia. Se insertd un catéter Fogarty calibre 6 FR, con una guia

rigida y se dirigio hacia la vértebra toracica T9 a través del espacio epidural.

De esta manera el catéter quedd en el espacio epidural, en posicion dorso-central
respecto a la médula espinal y con el globo desinflado en la porcion central de la
vértebra toracica T9, mismo que se infl6 de manera subita con el volumen de liquido
determinado, de tal manera que su didmetro fuera igual a la distancia antero-
posterior del canal raquideo (medido en cada animal con tomografia) para producir
el porcentaje de compresion medular establecido para cada primate. Se dej6 inflado
durante 5 minutos, posteriormente se desinfld, se retir6 el catéter y se suturd la

incisién por planos anatomicos. Cada primate fue colocado en jaulas individuales, la
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vejiga y el intestino se vaciaron en forma manual. Se alimentaron con pellets, frutas

y semillas dos veces al dia, asi como con agua ad libitum.

6.4.3. Después del tratamiento quirargico.

a) Confinamiento: Los primates ya intervenidos quirdrgicamente y con un ayuno
de 12 horas, se colocaron en una silla de contencién para el estudio. Se canalizaron
para la toma de muestra y administracion del farmaco, de la misma forma que antes

de la lesion pero tomando los cuidados necesarios debido a su estado fisico.

b) Administracion del farmaco: La ciprofloxacina se administr6 por infusion
intravenosa utilizando una dosis de 10 mg/Kg de peso, por 30 minutos, a través de
un equipo de venoclisis y usando una bomba de infusién. La administracion del

farmaco se realizo 24 h, 15 dias, y 60 dias después del tratamiento quirargico.

c) Toma de muestra: Se tomaron dos muestras (por duplicado) de 1.0 a 1.5 mL
de sangre, antes de la administracion del farmaco y a los tiempos de 7.5, 15, 30, 45,
60, 75, 90, 120, 150, 180, 240, 360, 480 y 600 minutos después de la administracion
de la ciprofloxacina. Las muestras fueron recibidas en tubos eppendorf con 100 uL
de heparina para separar el plasma por centrifugacién, mismo que se congel6 a —20

°C hasta el momento de su analisis.

6.5. Preparacion de la curva de calibracién previa al estudio farmacocinético.

El intervalo de concentraciones del estudio farmacocinético de ciprofloxacina para
la curva de calibracion consté de seis niveles de concentracion: 0.075, 0.15, 0.30,
0.60, 1.2 y 2.5 pg/mL y la concentracion del estandar interno (enrrofloxacina) fue de
2.0 pg/mL.

A seis tubos eppendorf se adicionaron 100 puL de plasma de primate (Libre de
farmaco), a cada tubo se le adicionaron 20 pL de solucion h de estandar interno
(Enrofloxacina); se identificaron marcandolos del 1 al 6. Posteriormente a los tubos
del 1 al 4 se les adicionaron alicuotas de 50 uL de las soluciones b, c, d, y e

respectivamente de las diluciones de ciprofloxacina para obtener los cuatro puntos
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de concentracibn mas bajos de la curva; y para los dos niveles de concentracion
mas altos, a los tubos 5 y 6 se adicionaron alicuotas de 50 pL de la soluciones fy g
de ciprofloxacina respectivamente. Finalmente, a cada tubo se adicion6é 330 pL de

acido perclorico al 6.0 %, para obtener 500 uL como volumen total.

Todos los tubos se agitaron en un vortex durante tres minutos y se separaron las
fases (Acuosa y Sedimento) por centrifugacién a 10000 rpm durante 10 minutos; se
tomo de la fase liquida 60 pL y se inyectaron directamente al cromatégrafo.

6.5.1. Preparacion de la solucion de ciprofloxacina.

Solucién de ciprofloxacina: Se pesé 0.1 g de ciprofloxacina estandar secundario y
se coloco en un matraz volumétrico de 10 mL, se disolvié y aford, para obtener una

concentracion de 10 mg/mL (solucidon madre).

Para obtener las concentraciones de 0.075, 0.15, 0.30 y 0.60 pg/mL, de la
solucion madre se tomé una alicuota de 1 mL y se coloco en un matraz volumétrico
de 100 mL y se llevo al aforé (solucion a); posteriormente con ayuda de
micropipetas se tomaron alicuotas de 75, 150, 300 y 600 pL los cuales fueron
llevados a matraces volumétricos de 100 mL cada una de ellos y fue aforado con
agua grado HPLC (soluciones b, c, d, e respectivamente).

Para obtener las concentraciones de 1.2 y 2.5 yg/mL, de la solucion madre se
tomd una alicuota de 120, y 250 pL respectivamente, los cuales fueron llevados a
matraces volumétricos de 100 mL, cada uno de ellos y fue aforado con agua grado

HPLC (soluciones f, g respectivamente).

6.5.2. Preparacion de la solucion estandar interno.

Se midieron 100 yL de enrofloxacina (Enroxil ® solucidon inyectable al 5 %) y se
transfiri6 a un matraz volumétrico de 100 mL, se aforé con agua grado HPLC. Esta

solucion tiene una concentracion de 50 pg /mL (solucion h).
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6.5.3. Preparacién de la solucion de &cido perclorico (HCIO,) al 6 %.

Se midieron 4.3 mL de acido perclérico (al 70 % de pureza) y se coloc6é en un matraz
de 50 mL diluyendo hasta el aforo con agua filtrada y libre de impurezas,

posteriormente se agito.

6.6. Método bioanalitico utilizado para el andlisis cromatogréfico.
6.6.1. Sistema Cromatografico.

» Columna: Zorbax SB-C18 7.6 X 75 mm, 3.5 ym.

» Precolumna Hardware Kit.

» Longitud de onda: 278 nm.

» Velocidad de flujo: 1.4 mL/min.

» Volumen de inyeccién: 60 pL. (Loop 20 pL)

6.6.2. Preparacion de la fase movil.

Se prepar6é una solucion de acido fosférico 0.025 M de la siguiente manera: Se
midieron 1.7 mL de é&cido fosférico (al 85 % de pureza), se colocdé en un matraz

volumétrico de 1000 mL y se aford con agua filtrada y libre de impurezas.

Posteriormente se prepard una solucion de acido fosférico 0.025 M : Acetonitrilo en
una proporcién de 87:13 v/v misma que se ajustd posteriormente a un pH de 3 con

aproximadamente 45 gotas trietanolamina.

Pagina 39



Desarrollo experimental

6.7. Estudio farmacocinético.

Los parametros farmacocinéticos Vd, Cl, ABCO-t, y ti» se calcularon a partir de los
datos del perfil plasmatico, se obtuvieron de forma directa con la ayuda del programa
computacional WinNonlin version 2.1 a través de un analisis no compartimental
(infusion constante) y por medio de un modelo lineal. El analisis farmacocinético se

realizé para cada primate en las distintas fases del estudio farmacocinético clinico.

6.7.1. Manejo y analisis de las muestras biologicas de los primates sometidos

al estudio.

Las muestras de sangre obtenidas a diferentes tiempos (0-600 min) de los primates
en estudio antes de la LTME, 24 hrs, 15 dias y 2 meses después de la LTME, fueron
recibidas en tubos eppendorf con 100 yuL de heparina previamente adicionada (bien
etiquetados) y centrifugadas posteriormente para separar el plasma y almacenarlo

en congelacion a —20°C para su posterior analisis que consistié de lo siguiente:

A tubos eppendorf previamente etiquetados con los tiempos de muestreo (0-600
min), con nombre del primate y fase de la lesion, se adicionaron 100 uL del plasma
de primate tomado en cada tiempo, a cada tubo se le adicionaron 20 pyL de la
solucion estandar interno (enrofloxacina), adicionando por udltimo el volumen

necesario de acido perclorico al 6.0 % para llegar a 500 uL como volumen total.

Todos los tubos se agitaron en un vortex durante tres minutos y se centrifugaron a
10000 rpm durante 10 minutos para separar las fases (acuosa y sedimento),
posteriormente se tomaron de la fase liquida 20 pL y se inyectaron directamente al

sistema cromatografico.
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7. RESULTADOS Y ANALISIS.

7.1. Método Analitico.

Partiendo de que el método analitico empleado en este estudio experimental fue
previamente desarrollado y validado ©. Se procedié a demostrar la confiabilidad del

meétodo en términos de linealidad, precision y exactitud.

7.2. Curva de calibracion.

Para demostrar la linealidad del método se realizo por triplicado la determinacion
de ciprofloxacina en plasma; partiendo de una solucién madre de ciprofloxacina a
concentracion de 10 mg/mL, de esta se realizaron diluciones para obtener seis
niveles, (0.075 pg/mL, 0.15 pg/mL, 0.3 pg/mL, 0.6 pg/mL, 1.2 pg/mL y 2.5 pg/mL),

utilizando como estandar interno enrrofloxacino a una concentracion de 2 pg/mL.

La relacion de alturas de ciprofloxacina/enrrofloxacino graficado contra nuestros
seis puntos de concentracion de ciprofloxacina son proporcionales y corresponden
a la ecuacion lineal del tipo y=mx + b; la cual segun nuestros datos obtenidos

se escribe como:

y = 0.5733x-0.0006

1.6 1
1.4 -

—&—Primer curva
= segunda curva

Tercer curva

Relaciéon de alturas
ciprofloxacina/enrrofloxacino
o
[8e]

O I I I I I 1

0 0.5 1 J 1.5 2 2.5 3
Concentracion de ciprofloxacina pg/mL

Figura 5. Curva de calibracion de ciprofloxacina en plasma de rata.
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Promedio de Coeficiente Coeficiente de
Concentracién relaciéon de Desviacién de variacion variacion
png/mL alturas estandar experimental (especificacion) @
cipro/enrro (%) (%)
0.075 0.0600 0.00359 5.983 20
0.15 0.0964 0.00047 0.494 15
0.3 0.1739 0.00226 1.302 15
0.6 0.3415 0.00383 1.121 15
1.2 0.6765 0.00904 1.336 15
2.5 1.4513 0.00773 0.532 15

Cuadro 1 Valores promedio de la curva de calibracion de ciprofloxacina en plasma de rata

En el cuadro nimero uno se puede observar que en el punto de menor
concentracion es donde se obtuvo mayor variacion, esto es normal ya que al tener
mediciones menores crece la incertidumbre; sin embargo el coeficiente de variacion

en ninguno de los puntos excede especificaciones®?.

Asi también el coeficiente de determinacion obtenido fue de 0.9994, superando
satisfactoriamente la especificacién que se requiere normativamente (0.98)?? y
confirma que nuestra curva de calibracion corresponde a una ecuacion lineal y por lo

tanto proporcional.
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7.3. Precision y exactitud intradia

Se realizaron tres curvas de ciprofloxacina en seis niveles de concentracion con

enrrofloxacino como estandar interno a una concentracion de 2 pg/mL.

Se determinaron las respuestas de tres puntos intermedios dentro de la curva;

punto alto, medio y bajo (1.8 pg/mL, 0.45 pg/mL, 0.11 pg/mL respectivamente).

Al evaluar estos puntos por quintuplicado en un mismo dia se encontro:

Concentracion  Exactitud e
Especificacion Precision

Puntos de +/- Valor Precisién C.V
. , ) del valor C.vV e
control  Ciprofloxacina  nominal nominal obtenido especificacion
(WmL) Obtenida obtenido (%) (%) (%)
(WmL) (%)
0.107 2.800
0.101 7.840
Bajo (0.11) 0.110 -0.107 +- 20 3.418 20
0.110 -0.363
0.106 3.432
0.443 1.532
0.450 0.078
Medio (0.45) 0.448 0.377 +/- 15 1.176 15
0.440 2.301
0.453 -0.608
1.774 1.452
1.753 2.629
Alto (1.8) 1.760 2.196 +/- 15 1.528 15
1.822 -1.234
1.772 1.577

Cuadro 2. Puntos control de la curva de ciprofloxacina para determinar precision y exactitud
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Los resultados obtenidos para precision intradia muestran un coeficiente de
variacion menor a 4% incluso en el punto de concentracion menor en donde el valor
puede ser de un maximo de 20 %. En cuanto a la exactitud fue calculada para cada
punto como el porciento de recobro con respecto al valor nominal y los datos estan

conforme a especificaciones

Cabe destacar que los puntos control son niveles de concentracion no incluidos
en las curvas de calibracién para cada corrida.

Con base a los resultados anteriores se muestra que el método es preciso y
exacto para la cuantificacion de ciprofloxacina en plasma de primate a las

concentraciones tedricas en las que se cuantifico el farmaco.

Finalmente para demostrar que el método es selectivo y especifico se realizé un
blanco del plasma de primate previo a la lesion y a la administracion de nuestro

farmaco en estudio, el cual se muestra en la figura nimero 6.

Tiempo (min)

1.09

Volts ( X 10%)

0.0 2.000 4.000 £.000

Figura 6. Cromatograma de plasma de primate previo a la administracién de ciprofloxacina y la LTME
(Blanco)
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En este cromatograma se puede apreciar que no hay interferencia por algun

componente del plasma 6 de la fase movil que interfiera en la respuesta de la

ciprofloxacina y/o estandar interno, (compuestos de interés en la cuantificacion) esto

se puede observar en el cromatograma de la figura nimero 7.

Tiempo imin)

:
5.0t ]
£
Z a0 .
5
==
3.061 )
— PN AN
0.0 ’ 7.600 4.008 ' 5,400

Figura namero 7. Cromatograma de plasma de primate posterior a la administracién de ciprofloxacina

por infusion intravenosa. La ciprofloxacina mostré un tiempo de retencion de 3.85 minutos; y el

estandar interno (enrrofloxacina) de 5.72 minutos.

Con base a los resultados anteriores se puede asegurar que el método es
selectivo y especifico para la cuantificacion de ciprofloxacina en plasma de primate;
ademas de que cumple con linealidad es preciso y exacto para cuantificar nuestro
farmaco por lo que nuestro método es confiable para nuestro estudio

farmacocinético.
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7.4. Estudio Farmacocinético.

Todos los animales (monos Rhesus Hembra) elegidos para el estudio exhibieron
una actividad motora normal antes de cualquier tratamiento quirdrgico; los animales
mostraron una paraplejia completa posterior a la cirugia que provoco la lesion

medular.

Para los estudios farmacocinéticos realizados antes (el grupo control) y después
de la LTME (24 hrs, 15 dias y 60 dias), no fue necesario el uso de ningun tipo de

anestesia.

7.5. Analisis farmacocinético de ciprofloxacina en plasma de mono
Rhesus hembra previo ala lesion medular (Sham)

Para nuestro estudio comparativo fue necesario tener los datos que arrojaran un
perfil plasmatico de la ciprofloxacina en los primates sin lesion medular; por lo que a
cada primate se le sometié a un estudio farmacocinético pre-lesion aplicando una

dosis de 10 mg/kg de farmaco por infusién intravenosa durante 30 minutos.

Este estudio farmacocinético se llevo sin mayores complicaciones a lo largo de
10 horas que fue el tiempo de la toma de la dltima muestra.

Los resultados de los perfiles plasmaticos de ciprofloxacina contra el tiempo

obtenido se muestran a continuacion (figura 8).
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Figura 8 Perfil plasmatico de ciprofloxacina administrado por infusion intravenosa a 4 monos Rhesus
hembras utilizando una dosis de 10 mg/Kg a una velocidad de 20 mL/h antes de la cirugia.

El grafico de los perfiles plasmaticos del farmaco administrado por una infusion a
velocidad constante corresponde a una infusién llamada discontinua ¢ intermitente;
la cual se administra en menos de una hora y por lo tanto no genera una descripcion
grafica del estado estacionario presentado generalmente para una administracion
intravenosa por infusibn. Se puede apreciar que el maximo de concentracion
plasmatica del farmaco se detecta a los 30 minutos, tiempo que corresponde al
termino de la administracion del farmaco por infusion e inicio de la fase de
eliminaciéon del mismo, excepto el mono numero uno; donde la concentracion
maxima se da antes que la de los otros tres primates; esto es debido a que en el
momento de la infusion del medicamento no se pudo ajustar la velocidad de la
bomba; lo que llevo a un termino de la infusion a los 7.5 minutos en lugar de a los 30

minutos como fue en las demas infusiones en el Sham (grupo control).
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A continuacion en la figura nimero nueve se muestra el comportamiento
promedio del perfil plasmatico del estudio farmacocinético de ciprofloxacina en
nuestros primates de estudio antes de la lesion medular, en donde muestra un error
estandar mucho mayor en los primeros treinta minutos que es el tiempo que duro la
infusién (atribuido al mono nimero 1 que ya se explico) con respecto a los demas

puntos del muestreo.

1.4 -

0.6 -

0.2

Promedio de concentracion de ciprofloxacina pug/mL

O T T T T T

0] 100 200 300 400 500
Tiempo de muestreo (min)

Figura 9. Promedio del Perfil plasmatico de ciprofloxacina administrado por infusién intravenosa a 4
monos Rhesus hembras utilizando una dosis de 10 mg/Kg a una velocidad de 20 mL/h antes de la
cirugia.

En base a este perfil promedio se realizar6é las comparaciones contra los perfiles

plasmaticos promedio a las 24 horas, 15 dias y 60 dias para cada mono.
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Los perfiles individuales (figura 8) se aprecian muy similares, condiciones que
conllevan a que los valores de los pardmetros farmacocinéticos obtenidos no
presenten una gran variacion, como se observa para el volumen de distribucion,
area bajo la curva y concentracion maxima encontrada; asi como en el valor de la

depuracion en 3 de los cuatro monos son muy similares (cuadro 3).

Mono [ Imax (ng/mL) Vd (L/kg) t12 (Min) Cl (L/kg*min) (pgf\mBicrij_rtnL)
1 1.054 18.608 148.607 0.087 96.087
2 0.904 18.695 146.542 0.088 94.802
3 1.048 18.385 112.219 0.114 70.036
4 1.118 14.950 112.123 0.092 95.776

Cuadro 3. Parametros farmacocineticos de ciprofloxacina por infusion intravenosa administra a 4
monos Rhesus hembras antes de la LTME.

El promedio de estos parametros farmacocinéticos sin LTME y su variacion
encontrada se muestran en el cuadro niamero cuatro, los cuales no difieren de lo que

se ha reportado en humanos o en otras especies animales 1Y 3%:

ABCo,

Promedio [ ]max (ug/mL) Vd (L/kg) t1» (Min) Cl (L/kg*min) (ug*min/mL)

Sham 1.031+/- 0.092 17.659+/-1.811 129.873+/-20.45 0.095+/-0.012 89.176+/-12.77

Cuadro 4 Promedio de los parametros farmacocinéticos de ciprofloxacina y su error estandar,
administrada por infusion intravenosa a 4 monos Rhesus hembras antes de la LTME.
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Cabe mencionar que se observa una diferencia entre el maximo observado en el
perfil plasmatico de la figura niumero 7 y el médximo que refleja el cuadro 3, esta
diferencia se debe a que en el perfil plasmatico se tomo una media y las
concentraciones maximas se ven reflejados a los 30 min, pero como ya se explico
anteriormente en el dato del mono 1 la concentracion maxima se da en un tiempo
menor; por lo que en el cuadro numero 3 se tomaron las concentraciones maximas

sin depender del tiempo.
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7.6. Analisis farmacocinético de ciprofloxacina en plasma de mono
Rhesus hembra a las 24 h posteriores ala cirugia.
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Figura 10. Perfil plasmatico de ciprofloxacina administrado por infusién intravenosa a 4 monos
Rhesus hembras utilizando una dosis de 10 mg/Kg a una velocidad de 20 mL/h 24h posteriores a la
LTME.

En la figura nimero 10 se muestra el perfil plasmatico de ciprofloxacina en monos
24 horas posteriores a la LTME, se puede observar que los perfiles plasmaticos
siguen comportandose como una infusion intermitente, alcanzando un maximo
alrededor de los 30 minutos para la mayoria de los monos; y una posterior caida
aparentemente biexponencial, que concuerda con lo que se describe en la literatura
para ciprofloxacina; es cuya primera parte se visualiza mas rapida que la segunda
parte; sin embargo en el perfil del mono ndamero tres, la infusién termind a los 15
minutos y no a los 30 minutos como en los otros casos; debido a esta razon la curva

presenta su maximo en menor tiempo que en el resto de los otros monos.
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La figura 11 y el cuadro 5 resumen los resultados de los pardmetros
farmacocinéticos promedio obtenidos 24 horas después de la lesion medular.

0] T T T T T T
o 100 200 300 400 500 600

Tiempo de muestreo (min)

Promedio de concentracion de ciprofloxacina ug/mlL

Figura 11 Promedio del Perfil plasmatico de ciprofloxacina administrado por infusién intravenosa a 4
monos Rhesus hembras utilizando una dosis de 10mg/Kg a una velocidad de 20 mL/h 24h posteriores
alaLTME

ABCoq.

Promedio [ ]max (Mg/mL) Vd (L/kQg) t1o (Min) Cl (L/kg*min) (ug*min/mL)

24 hrs 1.285+/-0.168  20.557+/-3.193  200.474+/-29.145  0.071+/-0.0062 113.648+/-11.85

Cuadro 5. Promedio de los parametros farmacocinéticos de ciprofloxacina por infusién intravenosa
administrada a 4 monos Rhesus hembras 24 hrs posteriores a la LTME.

En la figura nimero 12 se muestra el comparativo del perfil promedio sin lesién

medular y el perfil promedio 24 horas después de LTME.
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Figura 12 Promedios del Perfil plasmatico de ciprofloxacina administrado por infusion intravenosa a 4
monos Rhesus hembras utilizando una dosis de 10 mg/Kg a una velocidad de 20 mL/h; Pre-lesion y a
24h posteriores a la LTME

A las 24 hrs posterior a la lesion, se presenta la llamada etapa de choque medular
y es donde ocurren cambios sistémicos significativos a todos los niveles del

Ol’ganismo (4,5,10,15,24 y 26)

En la etapa aguda de la lesiobn conocida como choque medular (alcanzada
inmediatamente posterior a la lesion), trae una serie de transtornos progresivos en
algunos 6rganos donde el dafio vascular y la isquemia se presentan como algunas
de sus principales consecuencias®. También se producen diversos factores troficos
y comienza el desarrollo de complejos eventos neuroquimicos autodestructivos
como: pérdida de la regulacion idnica, que lleva a la suspensién del impulso nervioso
y a la formacion de edemas; se incrementa el calcio libre intracelular, se liberan
grandes cantidades de glutamato, aspartato y el estres oxidante en donde se pierde
el balance entre la generacion de radicales libres y la capacidad de las defensas

antioxidantes?,
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Ligado a la isquemia se provocan alteraciones cardiovasculares, bajando el volumen
circulatorio y disminuye en la distribucién del flujo sanguineo a diversos 6rganos

entre ellos el higado, rifion y aparato gastrointestinal®®

Lo anterior puede ser la explicacion a lo observado en la figura 12, en la cual se
aprecia que 24 h después de una LTME, ésta provoca que haya una mayor
cantidad de farmaco en el organismo del grupo lesionado, que en el grupo control
(sham); también puede observarse que el farmaco fué cuantificable en mayor tiempo

de muestreo (600 min) en el grupo lesionado que el grupo control.

Condiciones que pueden explicar el incremento en la biodisponibilidad (ABC),
tiempo de vida media y volumen de distribucion del farmaco en los monos 24 h
despues de la LTME con respecto a lo observado en el grupo control (Sham), y la
disminucién en la depuracion del farmaco y un incremento en el tiempo de vida

media como se observa en el cuadro nimero 6.

: . ABC,.
Promedio [ Tmax (Mg/mL) Vd (L/kg) t12 (Min) Cl (L/kg*min) (ug*min(;rtnL)
Sham 1.031+/- 0.092  17.659+/- 1.811 129.873+/-20.45 0.095+/-0.012  89.176+/-12.77
24 h 1.285+/-0.168 20.557+4/-3.193 200.474+/-29.145 0.071+/-0.0062 113.648+/-11.85

Cuadro 6. Promedio de los parametros farmacocinéticos y su error estandar de ciprofloxacina
administrada por infusién intravenosa a 4 monos Rhesus hembras; pre-lesion y a 24 horas
posteriores a la LTME.

Estos resultados no difieren de lo reportado con otros antibidticos como
amikacina y gentamicina (farmacos que al igual que la ciprofloxacina, su eliminacion
es principalmente por via renal) en donde indican que estas alteraciones en su
farmacocinética después de una lesion médula se deben a los cambios del tono
venomotor alterado y una erosion de la masa muscular que contribuye al incremento

del fluido extracelular provocado por la lesion. ¢728Y 30
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Ademas se ha documentado que la proporcion entre el transporte y la distribuciéon
de los farmacos en el organismo son directamente proporcionales al gasto cardiaco
gue como ya se ha explicado éste es una de las muchas alteraciones que presenta
un paciente con LTME, y que como hay cambios en el flujo sangineo tanto en

higado como en rifidn; esto puede impactar en la depuracién y el metabolismo del
farmaco 1®
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7.7. Analisis farmacocinético de ciprofloxacina en plasma de mono
Rhesus hembra a los 15 dias posteriores a la cirugia.

A los 15 dias posterores a la lesion medular los monos Rhesus hembra
mostraron distintas conductas (condicion fisiopatalogica grave y depresién) que
llevaron al deceso de dos de los cuatro monos en el estudio. Razén por la que, para
15 y 60 dias posteriores a la lesion solo se presentan los resultados y analisis para

dos monos Rhesus hembra.

Los perfiles plasmaticos individuales de ciprofloxacina en monos Rhesus 15 dias
después de la LTME se muestran en la figura nimero 13, no obstante que en
apariencia presentan gran similitud, en los parametros farmacocinéticos se evidencia

una variabilidad alta entre los dos monos estudiados en esta fase (cuadro 7).

1.2

0.8 -

—&#— Mono 1

—=— Mono 2

0.4 -

0.2

Promedio de concentracion de ciprofloxacina pg/mL
O
)
—

o ' T T r
O 200 400 600

Tiempo de muestreo (min)

Figura 13. Perfil plasmatico de ciprofloxacina administrado por infusién intravenosa a 2 monos
Rhesus hembras utilizando una dosis de 10 mg/Kg a una velocidad de 20 mL/h 15 dias posteriores a
la LTME.
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[ Imax . o ABCy,

Mono (ug/mL) Vd (L/kg) t1o (Min) Cl (L/kg*min) (ug*min/mL)
1 1.142 21.310 155.745 0.095 80.879
2 1.020 9.855 60.986 0.112 80.975

Cuadro 7. Parametros farmacocinéticos de ciprofloxacina por infusion intravenosa administrada a 2
monos Rhesus hembras 15 dias posteriores a la LTME.

Promedio de concentracion de ciprofloxacina ug/mL
0
()
|
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Figura 14. Promedio del perfil plasmatico de ciprofloxacina administrado por infusién intravenosa a 2
monos Rhesus hembras utilizando una dosis de 10 mg/Kg a una velocidad de 20 mL/h 15 dias
posteriores a la LTME

No obstante lo anterior, al comparar los perfiles plasmaticos promedio obtenidos en
condiciones control (sham) y 24 hrs posteriores a la lesion; quince dias después de
la cirugia pareceria que los parametros farmacocinéticos regresaran a un estadio

original, al no evidenciarse claramente el aumento del volumen de distribucion,
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prolongamiento del ty;»

y/o disminucién de la depuracion del farmaco como lo

obtenido a las 24 hrs (cuadro 8, figura niumero 14).

Promedio de concentracion de ciprofloxacina pg/mL
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Figura 15. Promedios del Perfil plasmatico de ciprofloxacina administrado por infusién intravenosa a
monos Rhesus hembras utilizando una dosis de 10 mg/Kg a una velocidad de 20 mL/h; Pre-lesion,
24h y 15 dias posteriores a la LTME

[ Jmax (ng/mL)

Promedios
Sham 1.031+/- 0.092
24 h 1.285+/-0.168
15 dias 1.081+/-0.086

ABCq.

Vd (L/kQg) t1o (Min) Cl (L/kg*min) (ug*min/mL)

17.659+/- 1.811 129.873+/-20.45  0.095+/-0.012  89.176+/-12.77

20.557+/-3.193 200.474+/-29.145 0.071+/-0.0062 113.648+/-11.85

15.583+/-8.09 108.365+/-67.01 0.103+/- 0.012  80.927+/- .067

Cuadro 8. Promedio de los parametros farmacocinéticos y su error estandar de ciprofloxacina
administrada por infusién intravenosa a monos Rhesus hembras; pre-lesion, 24 horas y 15 dias
posteriores a la LTME.
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7.8. Analisis farmacocinético de ciprofloxacina en plasma de mono
Rhesus hembra a los 60 dias posteriores a la cirugia.

Condiciones farmacocinéticas similares a los 15 dias fueron encontradas a los 60
dias después de la lesion, es decir, perfiles plasméticos muy similares (figura
namero 16) y variabilidad alta como en el caso de la t;, en donde el mono uno
muestra un valor casi 4 veces mayor al del mono 2, asi mismo casi triplica su valor
de Vd (Cuadro 9); sin embargo la diferencia entre los datos de la depuracion no es
tan marcada y se esperaria que esta fuera mayor de acuerdo a la diferencia de los
pardmetros farmacocinéticos ya mencionados y a lo obtenido en el resto del

estudio.

1.2

1 -

0.8 -
0.6 - —e— Mono 1
—l— Mono 2

0.4 -

0.2 ~|

O - T T T T T 1

o 100 200 300 400 500 00
Tiempo de muestreo (min)

Promedio de concentracion de ciprofloxacina pg/mlL

Figura 16. Perfil plasmatico de ciprofloxacina administrado por infusion intravenosa a 2 monos
Rhesus hembras utilizando una dosis de 10 mg/Kg a una velocidad de 20 mL/h 60 dias posteriores a
la LTME
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[ Jmax : o ABCo.

Mono (ug/mL) Vd (L/kg) t1 (Min) Cl (L/kg*min) (ug*min/mL)
1 1.123 26.162 215.826 0.084 88.304
2 0.998 9.077 57.581 0.109 84.087

Cuadro 9. Parametros farmacocinéticos de ciprofloxacina por infusion intravenosa administrada a 2
monos Rhesus hembras 60 dias posteriores a la LTME.

Con fines comparativos entre los diferentes tiempos de estudio (Sham, 24 h, 15 dias

y 2 meses), en la figura nimero 17 se muestra un promedio del perfil plasmético 2

meses después de la cirugia, donde sus parametros farmacocinéticos estan

expuestos en el cuadro numero 10.
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Figura 17. Promedios del Perfil plasmatico de ciprofloxacina administrado por infusién intravenosa a
monos Rhesus hembras utilizando una dosis de 10 mg/Kg a una velocidad de 20 mL/h; Pre-lesién,

24h ,15 dias y 2 meses posteriores a la LTME.
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. . ABCo,

*
Promedio | Jmax (HG/mML) vd (L/kg) ty2 (Min) Cl{Lkg™min) @ xmin/mL) Ke (min?)
Sham ~ 1031+-0.092 17.659+/-1.811 129.873+-20.45  0.095+/-0.012  89.176+/12.77 oo/ o o000
oap ~ 1.285+/-0.168 20.557+/-3.193 200.474+/-29.145 0.071+/-0.0062 113.64+/-11.85 o oc 0 000s

15 dias 1.081+/-0.086

15.583+/- 8.09

108.365+/-67.01  0.103+/- 0.012  80.927+/- .067 0.0079+/- 0.0048

60 dias 1.061+/-0.088 17.619+/-12.08 136.703+/-111.89 0.097+/-0.017 86.195+/-2.98 0.0076+/- 0.0062

Cuadro 10. Promedio de los parametros farmacocinéticos y su error estandar de ciprofloxacina
administrada por infusién intravenosa a monos Rhesus hembras; pre-lesion, 24 horas, 15 dias y 2
meses posteriores a la LTME.

Las siguientes figuras muestran como después de 15 y 60 dias posteriores a

una lesion medular, los parametros farmacocinéticos como Vd, ty» Cl y ABC para la

ciprofloxacina administrada por una infusién intravenosa, parecen acercarse a las

condiciones normales (antes de la lesién, sham) en los animales en estudio; en tanto

a las 24 hrs los cambios parecen ser mas evidentes (figuras17, 18, 19 y 20).
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Figura 18. Volumen de distribucion promedio de ciprofloxanina en monos Rhesus sin lesion, 24 horas,
15 dias y 60 dias después de la LTME.
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Figura 19 Tiempo de vida media promedio de ciprofloxanina en monos Rhesus sin lesion, 24 horas,
15 dias y 60 dias después de la LTME.
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Figura 20. Depuracion promedio de ciprofloxanina en monos Rhesus sin lesion, 24 horas, 15 dias y
60 dias después de la LTME.
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Area bajo la curva
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Figura 21. Area bajo la curva promedio de ciprofloxanina en monos Rhesus sin lesion, 24 horas, 15
dias y 60 dias después de la LTME.

Lo observado alos 15 y 60 dias posterior a la LTME puede ser explicado por el
hecho de que muy probablemente se esté regulando nuevamente el flujo sanguineo
sumamente alterado al inicio de la lesion y que aunado a la disminucion del edema
que surge posterior a la LTME “® pudieran explicar en parte la tendencia al

restablecimiento de los pardmetros farmacocinéticos encontrados.

Los resultados obtenidos a 60 dias (considerada como etapa cronica en nuestro
estudio) difieren de lo reportado en algunos estudios en humanos, ®>?® en donde en
la etapa cronica si hay alteraciones farmacocinéticas con respecto al grupo control

(sham).

Si consideramos que a los 60 dias después de la lesion medular se observo una
disminucién en la masa muscular de manera significativa en los monos de estudio,
donde en uno de ellos hubo una pérdida del 9.3% de su peso con respecto al inicio
del estudio y para el otro una perdida mas significativa (33.1%) y dado que la
ciprofloxacina se une en un 30 % a proteinas plasmaticas; lo que significa que la
mayor parte del farmaco se encuentra en estado libre y por tanto difunde a través de
las paredes capilares, incrementado su concentracion en el liquido extra vascular®.
Era de esperarse un cambio significativo en el volumen de distribucion y que estaria

induciendo cambios en la depuracion y vida media del farmaco, hecho que no
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ocurri6 o que no se evidencio en esta parte del estudio por el nimero bajo de
animales estudiados y la alta variabilidad presentada. No obstante lo anterior; este
estudio evidencia al igual que otros estudios en modelo experimental menos
complejo (rata); que la lesion medular en diferentes estadios de tiempo, impacta en
la farmacocinética de farmacos con metabolismo 6 depuracién dependiente del flujo

sanguineo de forma mas evidente en la etapa aguda de la lesion.
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8. CONCLUSIONES

» Los parametros farmacocinéticos (ABC, ti», Cl y Vd) de ciprofloxacina
administrada por infusion intravenosa a monos Rhesus hembra 24 horas
después de la LTME se ven afectados de manera significativa con
respecto a nuestro grupo control, lo que comprueba nuestra hipétesis que
posterior al traumatismo medular se desencadena un segundo conjunto de
procesos de destruccion que aumenta el dafio al tejido medular

provocando diversas alteraciones sistémicas y metabdlicas.

» La alteracion en los parametros farmacocinéticos solo se observa de
manera significativa a las 24 horas después del dafio medular; 15 dias y
60 dias posteriores a la lesion pareceria que tales parametros
farmacocinéticos regresan 0 se ven compensados a valores muy

semejantes a los del grupo control.
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