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RESUMEN

Por su amplio margen terapéutico los antiinflamatorios no esteroideos (AINE’S)
constituyen uno de los grupos de farmacos mas ampliamente utilizados principalmente en
el tratamiento de la inflamacién, dolor y edema, tanto en México como a nivel mundial. Sin
embargo, para este tipo de medicamento se han reportado eventos adversos como el
dafio renal, cardiovascular y principalmente complicaciones gastrointestinales (Gl), en
donde el ketorolaco se destaca por tener alta incidencia de hemorragia en el tracto
digestivo en comparacién con otros AINE'S. Como alternativa para contrarrestar este
problema se han fomentado terapias que incluyan farmacos gastroprotectores de origen
sintético y/o a su vez derivados de plantas como el metileugenol, compuesto extraido de
la Peperomia hispidula, al cual se le han demostrado, propiedades de gastroproteccion.
Ante esta evidencia y bajo el conocimiento de la existencia de interacciones farmaco-
productos de origen natural que pueden cambiar la respuesta terapéutica, el presente
estudio establece la administracion conjunta de metileugenol con ketorolaco trometamina
para evidenciar un posible cambio farmacocinético del principio activo. Se estableci6 la
validez del método analitico de acuerdo a la NOM-177-SSA1-2013, por cromatografia
liquida de alta resolucién con un rango de concentraciones de 0.1 a 10 pg/mL que
permitié la cuantificacion de las concentraciones en plasma de rata con una longitud de
320 nm y con una fase movil con buffer de fosfatos a 0.04M con pH 3.3: metanol a una
proporcion 53:47 v/v. Tras la administracién oral de ketorolaco trometamina en presencia
y ausencia de metileugenol a ratas wistar, se obtuvieron dos perfiles farmacocinéticos
respectivos que permitieron el calculo del Cmax, tmax, tu2 Yy area bajo la curva (ABC). Los
resultados obtenidos sugieren una posible interaccion farmacocinética entre el
metileugenol y el ketorolaco trometamina, al encontrarse alterados los pardmetros de éste

en presencia de metileugenol a las dosis estudiadas.
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1. INTRODUCCION.

La farmacocinética es una disciplina que estudia el curso temporal en funcion del
tiempo, de un farmaco y sus metabolitos en diferentes fluidos, tejidos y excretas
del cuerpo, por lo tanto su aplicacién es muy importante para asegurar y mejorar el

éxito terapéutico. 42

Los estudios farmacocinéticos permiten evidenciar si un farmaco tiene potencial
terapéutico asi como también si existe la interaccion farmaco-compuesto
herbolario, debido a que en la actualidad el uso concomitante de farmacos con
compuestos herbolarios cada vez es mas popular y muchas plantas son una
fuente importante de medicamentos, pero el uso tradicional de las plantas no

siempre esta cientificamente justificado. @

Por esta razén es fundamental estudiar el tipo de interaccion que esta afectando
la farmacocinética del ketorolaco trometamina al ser administrado en combinacién

con el compuesto herbolario gastroprotector metileugenol.

2. MARCO TEORICO

2.1 FARMACOCINETICA.

Las variables fisiologicas del cuerpo humano determinan que varios parametros
farmacocinéticos estén relacionados unos con otros ), En ocasiones el paciente

presenta un efecto diferente al esperado debido a la ingestion previa de alimentos

13



0 bebidas, tener habitos como consumo de tabaco o sustancias de abuso; otros

factores relacionados son la formulacion y vias de administracion.®

FACTORES VARIABLES FISIOLOGICAS
e Estrés, farmaco y postura e Flujo de sangre en el sitio de
intestinal. absorcion.

e Vaciamiento gastrico, motilidad.

e Alimentos y electrolitos. e Flujo de sangre hepético.

e Gasto cardiaco y enfermedad. e Flujo de sangre renal.

e Concentracion de componentes
de union. e Fraccion libre en sangre y en
Plasma: albumina y globulinas, tejido.
concentracion  del  farmaco,

unibn de farmacos y otros

farmacos. e Actividad de enzimas
e farmacos: inhibicion e induccion hepatocelulares.

de enzimas y factores e Sistema de transporte renal, pH

ambientales. urinario y flujo urinario.

e Dieta, ingreso de liquidos vy

temperatura.

Cuadro 1. Factores que pueden alterar las variables fisiologicas. ©®
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La comprensién y utilizacibn de los principios farmacocinéticos pueden
incrementar la probabilidad de éxito terapéutico y reducir la aparicion de eventos

adversos farmacoldgicos en el cuerpo. )

[ ~ RESERVORIOS
1

" SITIO DE ACCION )

TERAPEUTICA -

‘receptores” 2 e el

Mrmacs usso s COMPARTIMIENTO L7 ey
CENTRAL /

DOSIS —_ABSORCION S e [T ELIMINACION

DEL _0 _——

uaemoou /'-‘9“5' B

FARMACO /— EXCRECM
A

Farmaco unido Metadoltos
a proteinas '
BIOTRANSFORMACION

Figura 1. Interrelacién entre la absorcion, distribucién, fijacién, metabolismo y excrecion
de un farmaco y sus concentraciones en el sitio de accién. @

El proceso farmacocinético involucra cambios simultdneos y complejos a los que
se enfrenta un farmaco una vez que ha sido administrado (Figura 1), conocidos
como ADME por que involucran la absorcion, distribucion, metabolismo y

eliminacion. Una breve descripcion de estos se mencionan a continuacion: ©

2.1.2 ABSORCION.

Consiste en el desplazamiento de un farmaco desde el sitio de su administracion
hasta el compartimento central y la medida en que esto ocurre. La absorcion en el
tubo digestivo se rige por factores como el area de superficie para absorcion, la

corriente sanguinea en el sitio de absorcion y el tipo de formulacién en el que se
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encuentra elfarmaco (solucién, suspensién o producto solido), hidrosolubilidad y
concentracion del farmaco en el sitio en que se absorbe, para que la absorcién
pueda llevarse a cabo requiere de mecanismos que transporten al farmaco a

través de membranas como:

Transporte pasivo. La molécula de farmaco penetra por difusion siguiendo un
gradiente de concentracion gracias a su solubilidad en la bicapa lipidica. Este tipo
de transferencia es directamente proporcional a la magnitud del gradiente de
concentracion a través de la membrana, al coeficiente de reparto entre lipidos y
agua del farmaco y a la superficie de la membrana que tiene contacto con el
farmaco. Entre mayor es el coeficiente de reparto, mayor sera la concentracion del

farmaco en la membrana y mas rapida su difusion. )

Difusion pasiva. A través de la bicapa es el mecanismo predominante en la
eliminacién de casi todos los farmacos, aunque también pueden intervenir de

modo importante mecanismos mediados por transportadores.

Transporte activo. Se caracteriza por la necesidad de energia, desplazamiento
contra un gradiente electroguimico, capacidad de saturacion, selectividad e

inhibicion competitiva por compuestos transportados en forma conjunta. 4

Difusion facilitada. Es un método de transporte a través de un portador en el que
no existe aporte de energia y, por lo tanto, el desplazamiento de la sustancia

implicada se realiza siguiendo el gradiente electroquimico. 4
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Endocitosis y exocitosis. Son mecanismos mediante los cuales las
macromoléculas y particulas pueden entrar en la célula o ser eliminadas de ella,

conllevan la rotura de la membrana celular. ©

Absorcién a nivel gastrointestinal. Las diferencias en la absorcion de los

farmacos dependen principalmente de:

a) Caracteristicas fisicoquimicas del farmaco. Comprenden el peso molecular que
condiciona el tamafio de la molécula, la liposolubilidad y su caracter acido o
alcalino que, junto con su pKa condicionan el grado de ionizacién. De estos
factores depende el mecanismo por el cual se produce la absorcién (difusion

pasiva, filtracion y transporte activo) y la velocidad a la que se realiza. @

b) Caracteristicas de la preparacién farmacéutica. Para que el farmaco se
absorba, debe estar disuelto. La preparacién farmacéutica condiciona la velocidad
con que el farmaco se libera, se disgrega y se disuelve. Algunas caracteristicas
son: la formulacién (solucion, polvo, capsulas o comprimidos), el tamafio de las

particulas, la presencia de aditivos y excipientes, y el proceso de fabricacion. )

c) Caracteristicas del lugar de absorcion. Dependen de la via de administracion
(oral, intramuscular o subcutanea). En general, la absorcion sera tanto mas rapida
cuanto mayor y mas prolongado sea el contacto con la superficie de absorcion.
Algunas de estas caracteristicas son: la superficie y el espesor de la membrana, el
flujo sanguineo que mantiene el gradiente de concentracion; en la administracion
oral, el pH del medio y la motilidad gastrointestinal, y en la administracién

intramuscular o subcutanea, los espacios intercelulares. @
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d) Fenémeno de primer paso. Por cualquier via que no sea la intravenosa puede
haber absorcién incompleta porque parte del farmaco administrado sea eliminado
o destruido antes de llegar a la circulacion sistémica. Por ejemplo, por via oral, un
farmaco puede eliminarse por las heces antes que se complete su absorcion,
puede ser quelado, degradado por la accién del pH &cido del estbmago o de las
enzimas digestivas y metabolizado por las bacterias de la luz intestinal; una vez
absorbido, puede metabolizarse en el epitelio intestinal, higado (primer paso

hepatico) o en los pulmones antes de llegar a la circulacion sistémica. @

2.1.2 DISTRIBUCION.

Un farmaco se distribuye en los liquidos intersticial e intracelular, los elementos
que rigen la rapidez de ‘llegada” y la posible cantidad del farmaco que se
distribuye en los tejidos son el gasto cardiaco, la corriente sanguinea regional,
permeabilidad capilar y el volumen histico. Al inicio de este proceso los érganos
que reciben mayor parte del medicamento son: higado, rifiones, encéfalo y otros
Organos con gran riego sanguineo, en tanto que es mucho mas lenta la llegada del
mismo a muasculos, visceras, piel y grasa. Esta fase de “segunda distribucion”
quiza necesite de algunos minutos a horas para que la concentraciéon del farmaco
en los tejidos entre en una fase de equilibrio por distribucién, con la que se

encuentre en sangre. ¥

Union a proteinas plasmaticas: Las moléculas de los farmacos pueden circular por
la sangre disueltas en el plasma como farmaco libre o fijado a proteinas

plasmaticas. Unicamente la porcion de farmaco libre puede distribuirse,
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metabolizarse, eliminarse y por medio de difusion pasiva viajar a tejidos y zonas

extravasculares para producir un efecto farmacologico.

Los farmacos con caracter de acido débil tiene mayor afinidad por la albumina,
mientras que los farmacos basicos a la glicoproteina acida a-1. La fijacion se lleva

a cabo mediante enlaces idnicos y ocasionalmente por enlaces covalentes. @

2.1.3 METABOLISMO.

Los farmacos y sustancias hidrosolubles pueden eliminarse sin sufrir
transformacién alguna, sin embargo las sustancias poco ionizadas son mas
liposolubles y estas suelen filtrarse en el rifion para después reabsorberse por
difusion en tdbulo renal, para eliminar estas sustancias, es necesaria una
transformaciéon previa en compuestos mas polares, que son metabolitos mas
solubles y que pueden eliminarse mejor.® El proceso de metabolismo se lleva a

cabo en dos fases.

Fase |. Son reacciones biosintéticas de oxidacion y reduccion que son llevadas a
cabo por un sistema enzimatico, ubicado en el reticulo endoplasmico conocido
como sistema de monooxigenasas del citocromo P-450, donde la oxidacién
permite la activacion enzimatica del oxigeno molecular para poderlo incorporar en
una molécula organica, para después de una reduccién obtener agua, esta

molécula es Gtil en la conjugacion de un compuesto hidréfilo para la fase 11.()
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Algunos farmacos requieren de reacciones de hidrolisis en las que intervienen

distintos tipos de enzimas como esterasa, amidasas y proteasas que actian de

forma inespecificas sobre un sustrato. ®

Fase Il. También llamadas reacciones de conjugacion y se producen cuando las

enzimas transferasas catalizan los metabolitos de la fase |, las mas importantes

son:

a)

b)

Glucuroniltransferasas (UGT): Se encuentran en el higado en mayor
proporcion, en el epitelio intestinal y en el rifidon, son responsables de la
conjugacion de farmacos como los opiaceos, asi como los farmacos o
metabolitos procedentes de la fase | que contengan aminas primarias o
terciarias y grupos fendlicos.

Glutatién-S-transferasas: Por medio de la conjugacién con el glutation la
célula inactiva sustancias potencialmente toxicas, tanto enddgenas como
exdgenas y esta regulada por factores como hidrocarburos aromaticos
policiclicos, especies reactivas de oxigeno y glucocorticoides.
Sulfotransferasas, metiltransferasas y acetiltransferasas: son reacciones de
sulfatacion, metilacion y acetilacion que metabolizan diferentes tipos de

farmacos para obtener metabolitos mas hidrosolubles y faciles de eliminar. ®

2.1.3.1 RECIRCULACION ENTEROHEPATICA.

Los farmacos o metabolitos que son eliminados sin sufrir biotransformacion en el

intestino a través de la bilis o del epitelio intestinal, pueden reabsorberse
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pasivamente en el intestino a favor de un gradiente de concentracion, esto da
lugar a una circulacion enterohepética, aumentado asi la exposicion al farmaco y
retrasando su eliminacion, en consecuencia esto provoca un aumento en efecto
terapéutico y en su toxicidad. Es muy comun que las resinas de intercambio iénico
como los adsorbentes intestinales pueden secuestrar farmacos y metabolitos,

rompiendo el ciclo enterohepatico y eliminando el farmaco del organismo. ©®

2.1.4 EXCRECION.

Se define como el paso del farmaco o de sus metabolitos desde el organismo
hacia el exterior a través de liquidos biolégicos como la orina y la bilis, también
existen otras vias menos frecuentes como la via pulmonar, leche materna,

lagrimas y sudor.

Por medio de la filtracion glomerular se eliminan farmacos pequefios por un
proceso de difusion pasiva, pero si existe una patologia que afecte la resistencia

arteriolar aferente y eferente del glomérulo o flujo renal puede alterar la filtracion.®

La reabsorcion tubular depende de la liposolubilidad del farmaco y del pH en la
orina, esta directamente relacionado con el caracter lipofilico del farmaco o del

metabolito, por lo tanto ser4 mayor la semivida y la duracién del efecto.®
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2.1.5 PARAMETROS FARMACOCINETICOS

La caracterizacion de la farmacocinética, suele llevarse a cabo mediante la
medicion de parametros farmacocinéticos tales como: el tiempo de vida media, la

constante de eliminacion y el area bajo la curva, entre otros.

La vida media (t12) indica tiempo requerido para que la cantidad de farmaco en el
cuerpo se reduzca a la mitad durante la eliminacion; la constante de velocidad de
eliminacion (Kd) representa la suma de las constantes individuales del
metabolismo y de excrecién e indica la probabilidad que tiene una molécula de
eliminarse en la unidad de tiempo. El area bajo la curva (ABC) es un parametro
importante en la determinacion de la biodisponibilidad, ya que es directamente
proporcional a la dosis o a la fraccion de la dosis absorbida vy, por lo tanto,
representa la cantidad total de farmaco que llega a la circulacion sistémica. Para la
mayoria de los farmacos, el ABC es proporcional a la dosis, pero en algunos
casos se presentan desviaciones por saturacion de los procesos de eliminacion y

el ABC aumenta desproporcionadamente con los aumentos de dosis. @4

La biodisponibilidad se define en términos de velocidad y magnitud a las cuales un
farmaco tiene acceso a la circulacion sistémica, antes de llegar al metabolismo y
solo se puede asegurar que se obtiene completamente cuando se administra un
farmaco por via intravenosa. Los factores que condicionan la biodisponibilidad son
las propiedades fisicoquimicas del farmaco, formulacion y vias de

administracion.(9
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2.2 FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDALES (AINE’S)

Los antiinflamatorios no esteroidales (AINE'S) son medicamentos muy utilizados
en todo el mundo para tratar enfermedades como la artritis reumatoide y
osteoartritis® debido a su mdltiple acciéon antipirética, analgésica vy
antiinflamatoria. En Inglaterra, se estima que anualmente se dispensan 17
millones de recetas que incluyen al menos un AINE, cifra que se eleva a 111
millones en Estados Unidos.*? En México se reporta que el 51% de la poblacion

al menos consume un AINE .3

2.2.1 MECANISMO DE ACCION DE LOS AINE’S

Principalmente dirigido a la supresion de la sintesis de prostaglandinas a partir del
acido araquidonico en la respuesta inflamatoria que se lleva a cabo a nivel
periférico cuando se inhibe a las enzimas ciclooxigenasa 1 y 2 (COX-1 y COX-
2),12) estas son proteinas que se encuentran situadas en la membrana de los
microsomas y del reticulo endoplasmatico®? y las isoformas mas comunes son la
COX-1 gue se expresa constitutivamente al generar prostanoides que estan
involucrados en el mantenimiento e integridad de la mucosa gastrointestinal y
agregacion plaquetaria,™por otro lado se encuentra la COX-2 que tiene como
funcién mediar los procesos de dolor e inflamacién que involucran la sefializacién

por prostanoides en diversas células y tejidos (Figura 2).(14
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Figura 2. Mecanismo de accion de los AINE’S. Las prostaglandinas sintetizadas a partir
del &cido araquidénico dependiendo del tipo de tejido en el que se encuentre producen
inflamacién, proteccién de la mucosa gastrica, homeostasis en el flujo renal y funcion
plaquetaria normal. Modificado de “Emerging roles for cyclooxygenase-2 in
gastrointestinal mucosal defense”. ®°

A los AINE’S se les atribuyen diversos eventos adversos tales como: el dafio
renal, efectos cardiovasculares® y complicaciones gastrointestinales (Gl), que
van desde leves hasta sintomas dispépticos graves, esta condicion es una

limitante para la utilizacién de estos farmacos. 7

Los AINE’S tradicionales pueden ser clasificados de acuerdo a su estructura
quimica, accion farmacologica, tiempo de vida media y selectividad por la

inhibicion de las isoformas COX-1y COX-2.

En general los factores que se deben de tomar en cuenta para la seleccion de un

AINE son los siguientes: condicion del paciente, incidencia de toxicidad
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gastrointestinal, costo de adquisicién, disponibilidad del farmaco y sus formas de

dosificacion. 18

2.3 KETOROLACO TROMETAMINA

EL ketorolaco trometamina es un AINE que no irrita los tejidos por lo tanto puede
tener diferentes vias de administracion (oral, intravenosa, etc.). Tiene una
absorcion rapida y total lo cual permite incluirlo en diferentes tratamientos contra
dolor agudo de origen musculo esquelético, dolor postoperatorio y colico
renal.(®20) Ademas por su actividad analgésica y anti-inflamatoria es eficaz en el
tratamiento de dolor que abarca desde malestares causados por extraccion dental

y cancer.@)

En base a su estructura molecular el ketorolaco trometamina (Figura 3),
corresponde al nombre quimico de: Acido (#)-5-Bencil-2,3-dihidro-1H-pirrolizina-1-

acido carboxilico compuesto con 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanediol (1:1).

HO H
H

Figura 3. Estructura del ketorolaco trometamina.®?
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EL ketorolaco trometamina es un polvo cristalino blanco a blanquecino con un
peso molecular de 376.4 g/mol, soluble en agua y en metanol, su pKa es de 3.54 y
se comercializa como: Acular, ketorolaco trometamol o Toradol.?®Este farmaco es
administrado como sal de trometamina de ketorolaco para aumentar la solubilidad

de la molécula en agua.@

2.3.1 FARMACOCINETICA DEL KETOROLACO TROMETAMINA.

Es un farmaco de clase | en el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica por que
presenta alta solubilidad y alta permeabilidad.?® La biodisponibilidad del
ketorolaco es de aproximadamente del 80% al 100% en la administracion por via
oral e intramuscular, las farmacocinéticas de ketorolaco son lineales para la dosis
oral y parenteral. En humanos tras una administracién oral de 10 mg/Kg se reporta
una concentracion maxima plasmatica de 0.976 pug/mL a un tiempo maximo de
23.3 minutos, un area baja la curva (ABC) de 3.5 pg/mL*h y una vida media es de
4.93 a 5.8 h en adultos®® y 3.8 a 6.1 horas en pacientes pediatricos, ésta se
prolonga en la presencia de insuficiencia renal de 9 a 10 horas y la insuficiencia
hepatica no afecta la vida media.(?? El ketorolaco esta ligado a proteinas en un
99.2% con un volumen de distribucién de 0.25 L/Kg y un aclaramiento plasmatico

de 0.55 mL/min/Kg.(6)
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En diversos estudios utilizando modelos experimentales en rata se reporta lo

siguiente:

Dosis de 0.3 mg/Kg 1 mg/Kg 1.8 mg/Kg 3.2mg/Kg 5.6 mg/Kg
Ketorolaco

trometamina

Crax 0.280 pg/mL  2.31pg/mL | 1.927 pug/mL | 4.831 8.090
pg/mL pg/mL

tmax 0.38h 0.25h 0.50 h 0.75h 0.39h

ABC 1.652 4.75 12.037 12.037 15.989

pug*hr/mL Hg*hr/mL Hg*hr/mL pg*hr/mL pMg*hr/mL

Cuadro 2. Parametros farmacocinéticos del ketorolaco en rata. 425

2.3.2 METABOLISMO.

El ketorolaco se metaboliza en el higado a través de reacciones de hidroxilacion y
glucuronidacion, con el 96% del farmaco inalterado en circulacion, el resto se
encuentra inactivo en forma de su metabolito p-hidroxi-ketorolaco. En tanto para
su eliminacién, aproximadamente el 90% del farmaco consumido se elimina por la
orina, lo cual indica que casi el 60% del farmaco es excretado como farmaco
original y aproximadamente el 12% del farmaco se excreta como para-hidroxi-
ketorolaco. El 28% del ketorolaco es metabolizado por circulacion enterohepatica
formando un conjugado con el &cido glucurénido y alrededor del 6% al 8% se

elimina en las heces.(
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2.3.3 MECANISMO DE ACCION.

El ketorolaco es un potente analgésico no opiode inhibidor de la sintesis de
prostaglandinas e inhibidor del factor de agregaciéon plaquetaria, por lo tanto es
eficaz para el alivio de dolor que va de moderado a severo.? 21) Debido a que no
puede unirse a los receptores opiodes miu (), kappa (K) y delta (8), se reporta
otro posible mecanismo de accion que tiene relacidon con el antagonista selectivo
de los receptores kappa (nor-binaltorfimina) por que pueden antagonizar el efecto

analgésico del ketorolaco.®
2.3.4 EVENTOS ADVERSOS.

Los eventos adversos del ketorolaco trometamina son similares a los de otros
AINES, los més frecuentes son de tipo gastrointestinal. La administracion oral del
farmaco puede provocar: Ulcera péptica, perforacion o hemorragia gastrointestinal
gue en ocasiones pueden llegar a ser mortales, en particular en ancianos. Otros
sintomas que pueden presentarse son; nauseas, vomitos, diarrea, flatulencia,
estreflimiento, dispepsia (trastorno de la digestion), gastritis (inflamacién de la
mucosa del estomago), dolor abdominal.?”) Las complicaciones mas graves se

asocian con relacion a la dosis y al tiempo de exposicion con el farmaco.?

2.4 DANO GASTROINTESTINAL ASOCIADO A AINES

Los AINES dafian al tracto digestivo por efecto topico y sistémico. El efecto topico
depende del grado de solubilidad de los AINES en un medio acido, lo que causa

un mayor dafo local debido a que las moléculas del farmaco son mas liposolubles,
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y esto les da mayor facilidad para atravesar las membranas en el sitio de accion.
En cambio el efecto sistémico depende de la inhibiciobn de la ciclooxigenasa-1
(COX-1) que es la responsable de la sintesis de las prostaglandinas protectoras
de la mucosa digestiva,®® por lo tanto, los efectos a nivel del tracto gastrointestinal
se asocian con la inhibicion de la isoforma COX-1 que conduce a una disminucién
en la produccion y liberacion de las prostaglandinas las cuales ejercen un efecto
protector de la mucosa gastrointestinal debido a que en el estbmago estas
sustancias tienen un rol protector vital: mantienen el flujo sanguineo, estimulan la

secrecion de mucus y bicarbonato y regulan el cambio y reparacion celular.®)

Diversos aspectos se han considerado para la profilaxis y tratamiento de las
complicaciones gastrointestinales atribuidas a los AINES, que van desde prescribir
las dosis terapéuticas de acuerdo con la edad y estado fisico del paciente, hasta el

uso de:©9

a) Antiacidos: Son sales inorganicas relativamente insolubles que al disolverse
en el estbmago neutralizan parcialmente el acido clorhidrico, neutralizan los
protones H* secretados por las células parietales, sin interferir directamente
con los procesos de secrecion. Los mas utilizados son el Aluminio y el
Magnesio.

b) Inhibidores de la bomba de protones: Son medicamentos cuya accion
principal es la reduccién de acido en el jugo gastrico.

c) Inhibidores de Ila secrecibn gastrica: Antagonistas de receptores
muscarinicos que reducen la motilidad gastrica y la secrecion acida en el

estbmago.
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d) Antagonistas del receptor H>: Medicamentos utilizados para el bloqueo de
las acciones de histamina a nivel de los receptores sobre las células
parietales en el estbmago, conllevando a una disminucion en la produccion
de acido gastrico.9)

e) Inhibidores de la COX-2: Tienen menor toxicidad si se consumen en la fase
cicatricial de la ulcera péptica, algunos ejemplos son el celecoxib y
rofecoxib.?®)

f) Extractos y/o infusiones de diversos productos naturales: Los cuales se
pueden administrar concomitantemente con un AINE, debido a que se les
atribuye actividad gastroprotector a o anti-ulcerosa para contrarrestar o

reducir el dafio gastrico reducido por AINE.®Y

2.5 METILEUGENOL

El metileugenol es un componente natural que se encuentra en los aceites
esenciales del clavo, la pimienta, la corteza de la canela, las nueces, la albahaca,
la nuez moscada, el estragon, el anis estrellado, la hierba de limon, la jamaica,
hinojo y Peperomia hispidula. La ingesta media diaria reportada para los seres
humanos se estima en un rango de 0,3 a 10 mg/kg, por que se utiliza comiunmente
de forma natural o sintético, como agente saborizante en muchos productos
alimenticios o como fragancia en algunos perfumes y articulos de higiene

personal.(32:33.34)
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2.5.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS.

El metileugenol es un liquido incoloro a amarillo palido, con un olor caracteristico
de clavo. Es insoluble en agua, glicol, y el glicol de propileno y soluble en etanol,
éter etilico y cloroformo principalmente. Se oscurece y se evapora facilmente a
temperatura ambiente. Tiene un peso molecular igual a 178.23 g/mol, una

densidad de 0,98 g/cm? y su férmula condensada es Ci1 Hi4 02,83

0 p

~0

Figura 4. Estructura del metileugenol

2.5.2 METABOLISMO.

El metieugenol se metaboliza en el higado a través de reacciones de hidroxilacion
dando como resultado el metabolito secundario 1-hidroxi-metileugenol, que tiene
cierta relacion con la toxicidad del metileugenol. La segunda via metabdlica,
incluye reacciones de epoxidacion, dando como resultado un cetoacido que es

eliminado al poco tiempo de formarse. G4

Las dosis reportadas para la administracién oral de metileugenol en ratas, va
desde 37 a 150 mg/kg, en este rango las concentraciones plasmaticas son de
aproximadamente 1 a 7 yg / mL.% E| citocromo P450 (CYP) es la isoenzima que
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cataliza la formacion del 1-hidroxi-metileugenol que es el metabolito secundario
del metileugenol, que es el responsable de los cambios asociados a la
autoinduccion en la enzimas microsomal cuando hay una repetida exposicion de
metileugenol. A bajas concentraciones ell-hidroxi-metileugenol es catalizado

principalmente por el CYP2E1 y también lo atribuyen a el CYP 2C6. ¢4
2.5.3 ACTIVIDAD FARMACOLOGICA.

El metileugenol produce efectos farmacolégicos con beneficios potencialmente
terapéuticos, que incluyen la inhibicion de la liberacion de histamina de los
mastocitos los cuales tienen accion relajante y antiespasmaédica sobre el musculo
liso del tracto gastrointestinal, también se le atribuye actividad analgésica,
anticonvulsiva y accion anestésica.® Estudios recientes realizados en el afio
2015, avalan que el metileugenol, extraido de la planta Peperomia hispidula se le
atribuye actividad gastroprotectora, tras la administracion de dosis orales a partir
de los 3 mg/kg hasta 100 mg/kg, cuyo mecanismo de accion gastroprotector no
esta relacionado con compuestos enddégenos; que incluyen grupos sulfhidrilos o

prostaglandinas.Gb
2.5.4 EVENTOS ADVERSOS.

El uso prolongado de metileugenol produce efectos perjudiciales en animales,
reportando una dosis letal (DLso) en rata de 850-1560 mg/Kg, @3 La exposicion
cronica de metileugenol en ratas tiene como consecuencia efectos patolégicos y
carcinogénicos en algunos 6rganos como el higado y el estbmago, también se

incluyen dafios menores en sangre, organos reproductivos, ganglios, glandulas
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mamarias, riflones, peritoneo y en piel.®4 Los efectos carcinogénicos en roedores
atribuidos al consumo del metileugenol han sido cuestionados debido al uso de
dosis de metileugenol por encima de los niveles consumidos por los seres
humanos.( 3637 Asi también se ha indicado que las dosis perjudiciales reportadas
son dosis mucho mayores a las usadas para la demostracion de la actividad

gastroprotectora. 1)

2.6 INTERACCIONES FARMACOLOGICAS.

Las interacciones farmacoldgicas se utilizan para designar los eventos adversos o
las alteraciones en la efectividad de un farmaco que derivan de la administracion

previa o simultanea de otro farmaco o alimento.(38:39)

Se reporta en diversos estudios que al menos un 10% de los ingresos
hospitalarios presentan eventos adversos a medicamentos debido a que los
pacientes son polimedicados con 2 o mas farmacos con riesgo de interactuar; otro
estudio cifra un 6% de acontecimientos mortales debidos a las interacciones

farmaco- farmaco. 4

Las causas mas comunes de los eventos adversos de los farmacos, son las
interacciones farmacolégicas farmaco-farmaco, que cuando son del tipo
farmacocinético involucran los procesos de absorcion, distribucién, metabolismo y
excrecién, lo cual pueden influir en la reduccién o el incremento de la eficacia
clinica de los farmacos involucrados.“?) El conocimiento de las interacciones

farmaco-productos naturales es tan relevante como el de las interacciones
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farmaco-farmaco. Ante la percepcion de la poblacion, de que los productos
naturales son inofensivos, se ha incrementado el uso de los principios activos por
la medicina alopatica. No obstante, se han documentado diversas interacciones
clinicamente importantes entre farmacos y productos herbolarios, que llevan a la
alteracion de la eficacia y/o toxicidad, provocando eventos adversos que pueden

poner en peligro la vida de los pacientes.(4243:44)

Por ejemplo, las plantas con efectos laxantes (sen, cascara sagrada, Planta
goovata, frangula, anis verde) pueden aumentar el bolo intestinal y esto provoca
una reduccion en la absorcion de ciertos farmacos (calcio, hierro, litio, digoxina y
anticoagulantes orales). Existen extractos naturales provenientes de plantas con
una actividad farmacolégica concreta, que pueden interaccionar debido al efecto
aditivo con farmacos habituales, como antiagregantes plaquetarios o
hipoglucemiantes.®%4% La absorcién de algunos farmacos también puede verse
afectada cuando los extractos herbolarios contienen hidrocoloides, fibras, linaza o
mucilago, porgue pueden unirse al farmaco y reducir su biodisponiblidad. Los
laxantes herbales tales como el latex del aloe, el espino cerval, la cascara sagrada
y sena pueden causar pérdida de fluidos y elementos como el potasio produciendo
riesgo de toxicidad con la digoxina. En farmacos con estrecho margen terapéutico

como la warfarina provocan la reduccion del efecto de los farmacos. ¢2:46)

En la distribucion los salicilatos contenidos en las hierbas de sauce negro pueden
desplazar farmacos altamente unidos a proteinas como la carbamazepina
aumentando asi los eventos adversos y toxicos. El metabolismo de algunos

corticosteroides disminuye cuando se coadministra con la hierba regaliz, la accion
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anticoagulante de la warfarina es potenciada por el ginkgo y posiblemente por
muchas otras hierbas. En cambio en la depuracion renal de un farmaco se inhibe

la reabsorcion tubular.“2:46.47)

2.7 METODOS ANALITICOS PARA LA SEPARACION E IDENTIFICACION
DE FARMACOS EN ESTUDIOS FARMACOCINETICOS

El empleo de metodologias analiticas inicia en la etapa de investigacion y
desarrollo de un medicamento, para luego aplicarse en estudios farmacocinéticos.
Diversos métodos pueden ser aplicados para la separacion e identificacion de
sustancias de interés dependiendo del alcance que se pretenda.*® La
cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) es un ejemplo de éstos y es
ampliamente utilizada como herramienta de separacién y cuantificacion en
estudios farmacocinéticos. La CLAR provee mayores beneficios en la capacidad
de deteccidén, mejor resoluciéon, aumento de sensibilidad y alta velocidad de
analisis en tiempos de tan solo 2 min. La CLAR es un método fisico que separa los
componentes de una mezcla, en base a la migracion diferencial de los mismos, en
un sistema que consta de dos fases, una mdavil, que fluye continuamente en una
determinada direccion, y otra estacionaria, que permanece fija. El recobro de la
muestra es facil y las fracciones separadas se recolectan de forma sencilla,
colocando un recipiente abierto al final de la columna. El recobro es usualmente
cuantitativo (exceptuando la adsorcién irreversible en la columna) y los
componentes son facilmente separados del disolvente de la fase mévil. Se realiza
en una columna y por sus caracteristicas particulares se ha convertido en una las

técnicas de andlisis de mayor rendimiento y eficacia. 9
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Conocer y seguir una metodologia bioanalitica para lograr la separacion e
identificacion de un componente de interés en una muestra biologica de un estudio
farmacocinético es importante para estimar el tiempo aproximado del estudio que
va desde el periodo de administracion del farmaco, ya sea de dosis simple o
multiple, la obtencién de muestras en un fluido bioldgico (sangre, plasma, orina,
etc.) de cada sujeto a diferentes tiempos, y el analisis de la mismas utilizando un
método analitico validado, para determinar la concentracion del farmaco y/(0)
metabolitos y asi obtener, para cada sujeto y producto, los parametros
farmacocinéticos resultantes y representativos de los perfiles concentracion-

tiempo.(® 50

2.8 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Todos los métodos analiticos empleados para la cuantificacion de muestras
biol6gicas deben ser validados en el sitio de andlisis y alcanzar el propoésito para el
que han sido desarrollados, independientemente si son metodologias

desarrolladas por la unidad analitica o se adquieren comercialmente.

La validacion es la evidencia experimental documentada de que un procedimiento
cumple con el propésito para el que fue disefiado, por lo tanto cuando se
desarrolla una metodologia bioanalitica debe garantizar la reproducibilidad vy
exactitud de los datos que se estén reportando en el estudio. En el afio 2001 se
publicé la primera guia oficial aplicada a estudios de farmacologia clinica,
biodisponibilidad y bioequivalencia que requieren la evaluacion farmacocinética,

cuya aplicabilidad se extiende a métodos bioanaliticos para estudios preclinicos
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y/o estudios farmacoldgicos/toxicol6gicos en modelos animales.% En el rubro de

la normatividad en México, se encuentra la NOM-177 SSA-1-2013, la cual indica lo

requerimientos necesarios para lograr demostrar que el método utilizado para la

medicion cuantitativa de analitos en una matriz biol6gica tales como sangre,

plasma, suero u orina, es fiable y reproducible para el uso previsto.“®) La

validacion de un método bioanalitico incluye la evaluacion de parametros

analiticos tales como:9

a)

b)

d)

Selectividad. Capacidad de un método analitico para diferenciar y
cuantificar el compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos en la
muestra.
Curva de calibracién. Capacidad de un método analitico, en un intervalo de
trabajo, para obtener una respuesta proporcional a la concentracion del
compuesto en la muestra.
Limite de cuantificacion. Concentracion mas baja del analito que puede
medirse cumpliendo con la precision y exactitud, determinada en funcion de
las necesidades de cuantificacion del estudio.
Exactitud. Concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el
valor de referencia.
Precision. Al grado de concordancia entre resultados analiticos individuales
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de
una muestra homogénea, se evalla como repetibilidad y reproducibilidad:

)] Repetibilidad: A la precision bajo las mismas condiciones de

operacion en un intervalo corto de tiempo
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i) Reproducibilidad: A la precision bajo las variaciones que
comunmente pueden ocurrir dentro del laboratorio: diferentes
dias, diferentes analistas, diferentes equipos

f) Estabilidad de la muestra. A la capacidad de un farmaco o un medicamento
de permanecer dentro de las especificaciones de calidad establecidas, en el

envase que lo contiene durante su periodo de vida util.
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3. JUSTIFICACION

Ensayos clinicos han mostrado que el riesgo de complicaciones gastrointestinales
graves con el uso de AINES orales puede elevarse de 3.5 a 4.7% y va
incrementando con la edad (mayor de 60 afios). También se ha indicado que el
riesgo anual de sangrado ocasionado por un AINE en pacientes mayores de 75
afios es 1 de cada 110 pacientes y el riesgo de fallecer es de 1 en 650 pacientes,
en comparacion con pacientes de 16 a 45 afios en quienes el riesgo anual fue de
1 en 2100 pacientes.®Y) En México se ha reportado un incremento de tratamientos
gue contienen al menos un AINE, como consecuencia es cada vez mas comun el
desarrollo de enfermedades en el tracto gastrointestinal topicas que pueden llegar
a sistémicas.®® Ante esta situacién, se han implementado nuevas terapias para
tratar el dolor y/o evitar o disminuir el dafio gastrointestinal, tales como el uso de
farmacos antiacidos, antagonistas de los receptores para histamina tipo Hz, y los
inhibidores de la bomba de protones, éstos ultimos considerados como los de una
mayor eficacia, sin embargo su uso se ha asociado a un déficit de absorcién de
vitamina B12, de calcio, asi como un aumento en el riesgo de presentar infarto de
miocardio y problemas renales.G% En este contexto, las plantas medicinales son
una fuente importante de sustancias quimicas con efectos terapéuticos
potenciales, ya que algunas plantas medicinales han presentado actividad
analgésica y gastroprotectora. El metileugenol ha sido identificado como uno de
los compuestos de Peperomia hispidula (planta originaria de Chiapas, México,
conocida localmente como lenteja) que ejerce un efecto gastroprotector,®? y que

por sus caracteristicas, se hace susceptible de ser usado concomitantemente con
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AINES. Ante el conocimiento que toda combinacion de compuestos con actividad
farmacologica, puede generar una interaccion (farmacodinamica 0
farmacocinética) que eventualmente termine en una ineficacia clinica o la
presencia potencial de eventos adversos,*'#3 se justifica la realizacion de
estudios farmaco-compuesto herbolario para sustentar y considerar el uso
concomitante de moléculas de origen herbolario con caracteristicas de
gastroproteccion como lo es el metileugenol, en tratamientos donde se prescriba

algan AINE tal como el ketorolaco trometamina.

40



4. HIPOTESIS.

La administracion conjunta de un antiinflamatorio no esteroideo (AINE) como el
ketorolaco trometamina con el metileugenol como gastroprotector, manifestara
alteracion en el proceso de absorcion de la farmacocinética de ketorolaco
trometamina, dado que pueden presentarse debido a cambios de pH, solubilidad
y/o vaciamiento gastrico por la presencia del producto natural antes de la

administracion oral de ketorolaco trometamina.
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5.

OBJETIVOS.

5.1 OBJETIVO GENERAL:

Determinar si la farmacocinética del ketorolaco trometamina se modifica al

administrarlo en combinacién con el metileugenol.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Establecer las condiciones 6ptimas para la cuantificaciéon de ketorolaco
trometamina en plasma de rata Wistar, utilizando Cromatografia Liquida de

Alta Resolucion.

Determinar la confiabilidad del método de cuantificacién de ketorolaco

trometamina.

Obtener el perfil farmacocinético del ketorolaco trometamina.

Obtener el perfil farmacocinético del ketorolaco trometamina en

combinacion con el metileugenol.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 MATERIAL

6.1.1 BIOLOGICO

Se usaron ratas Wistar macho de 200 a 250 g de peso, las cuales fueron
manejadas de acuerdo con las directrices éticas de la Institucion y los estandares

NIH (National Institutes of Health de los Estados Unidos).

6.1.2 REACTIVOS
» Ketorolaco trometamina (Grado analitico, Sigma-Aldrich), pureza 299%.

» Naproxeno (Grado analitico, Sigma-Aldrich)
» Metanol HPLC ( J.T. Baker)
> Acido ortofosforico al 85% (MERCK)

» Fosfato monobasico de potasio (J. T. Baker)
» Tween 80 (Synthese kwaliteit)

» H20 desionizada MilliQ.

6.1.3 SOLUCIONES
» Vehiculo: tween 80 a 0.5% vi/v.
» Heparina: 0.2% plv.

» Solucién salina: 0.9% p/v.
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» Metileugenol.

6.1.4 MATERIAL DIVERSO

vV Vv ¥V Vv VY ¥V V¥V VY V¥V V VYV V VY

Matraz volumétrico de 5, 10, 20, 50 y 1000 mL.

Vasos de precipitados de 10, 50, 100, 500 mL.

Probeta graduada de 100, 250 y 1000 mL.

Pipeta graduada de 1 mL.

Puntas para Micropipeta electrénica multidosis de 0.5y 2.5 mL.
Puntas ajustables para pipeta multidosis de 100 y 1000 pL.
Tubos eppendorf de 1.5 mL.

Viales

Filtro tipo HVLP, 45 pm.

Gradilla para tubos eppendorf y viales.

Espatulas.

Guantes de nitrilo.

Papel glassine, papel parafilm y papel aluminio.

6.1.5 EQUIPO

a)
b)
c)
d)
e)

f)

Balanza analitica modelo Sartorius, modelo BL 210S.
Potenciometro marca BECKMAN 32 pH Meter.

Micropipeta multidosis eppendorf.

Pipeta de repeticion electrénica marca Gilson, modelo Repetman.
Pipeta de volumen variable de 10-100 pL marca Dragon Lab.

Pipeta de volumen variable de 100-1000 puL marca Dragon Lab.
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g) Parrilla de agitacion marca Beamstead/Thermolyne, modelo SP
46925.

h) Bomba para vacio LIC modelo DDA-V152-AA.

i) Agitador multi-tubo mecénico marca IKA, modelo MS 3 digital.

j) Agitador Vortex marca Scientific Industries, modelo Genie 2.

k) Sonicador marca BRANSONIC, modelo 3510-R-MT.

[) Sonicador marca Cole-Parmer, modelo 8845-40.

m) Equipo de filtracion Millipore.

n) Centrifuga marca Ortoalresa, modelo bincen 22 R.

0) Congelador marca Scien Temp, modelo 80-9.4.

p) Refrigerador marca Metalfrio, modelo REB301.

g) Sistema MilliQ Continental Waters Systems.

r) Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion: Sistema HITACHI con
un detector UV-visible (P-1410), Horno P-1310, automuestreador P-
1210 y bomba P-1110 y una columna marca Agilent Technologies,

ZORBAX Eclipse Plus C18, 4.6 x 150 mm, 3.5 pm.

6.2 METODO

6.2.1 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS.

La velocidad de flujo de la fase mévil fue de 1.5 mL/min y consistié en una mezcla
de fosfato monobasico de potasio 0.04 M a pH 3.3 con Metanol (57:43, v/v). La

fase movil se filtré6 usando una membrana con un poro de 0.45um y se desgasifico
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(5 minutos) antes de su uso. El volumen de inyeccién fue de 60uL, la longitud de

onda para la deteccion se establecié en 320 nm, la temperatura fue de 40 °C, se

emple6 como estandar interno naproxeno sodico y el sistema cromatogréafico

usado fue HITACHI con una columna C18, marca Agilent Technologies, ZORBAX

Eclipse Plus, 4.6 x 150 mm, 3.5 pm.

6.2.1.1 PREPARACION DE SOLUCIONES.

a)

b)

d)

Solucion de Fosfatos: Se peso6 5.44 g de fosfato monobasico de potasio, y
se disolvié en 500 mL de agua, se ajustoé el pH con acido ortofosforico a 3.3

y se aforo a 1000 mL con agua.

Solucién de EI (Naproxeno) 30 pug/mL: Se pesé 5 mg de Naproxeno y se
disolvio en 5 mL con agua, se hizo una dilucion tomando 600 pL de la

solucion anterior y se llevo a un aforo de 20 mL con agua.

Soluciéon de Ketorolaco de 5 pg/mL y 100 pg/mL: Se pesdé 5 mg de
ketorolaco trometamina y se disolvio con 5 mL de agua, para obtener una
concentracion de 1 mg/mL. De esta solucion se tom6 2 mL que se afor6 a
20 mL con agua para obtener una concentracién de 100 pug/mL, a si mismo
se tom6 1 mL y se afor6 a 20 mL con agua para obtener una concentracion

de 5 pg/mL.

Solucion de lavado MeOH/agua (v/v, 50:50): Se realizé una mezcla con un
volumen de 250 mL de metanol y 250 mL de agua, se transfirieron a un

frasco de vidrio con tapa de rosca de 500 mL, se filtrd y se soénico.
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6.2.1.2 PREPARACION DE CADA PUNTO DE CONCENTRACION PARA LA
CURVA DE CALIBRACION Y MUESTRAS CONTROL PARA SU
ANALISIS EN PLASMA.

Concentracion | Plasma/ Solucién de Solucién de Solucién de | Extrayente
(ug/mL) (uL) Ketorolaco ketorolaco Naproxeno MeOH
5ug/mL 100ug/mL E.l 30ug/mL (uL)
(ML) (HL) (HL)
0.1 100 20 - 200 680
0.3 100 60 - 200 640
1 100 - 10 200 690
3 100 - 30 200 670
5 100 - 50 200 650
10 100 - 100 200 600

Cuadro 3. Volumen de soluciones para la preparacion de la curva de calibracion.

Control | Concentracio Plasma Soluciéon de | Soluciéon de | Solucién de | Extrayente
n (ug/mL) (uL) Ketorolaco ketorolaco Naproxeno MeOH
5pg/mL 100pg/mL E.I 30pg/mL (V)]
(uL) (uL) (uL)
MCB 0.2 100 40 - 200 pL 660 uL
MCM 2 100 - 20 pL 200 pL 680 pL
MCA 7.5 100 - 75 pL 200 pL 625 pL

Cuadro 4. Preparacion de las muestras correspondientes a las muestras control.

6.2.1.3

PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA.

En un tubo eppendorf de 2 mL se colocaron 100 uL de plasma, se agrego 200 pL
de la solucion de 30 pg/mL del estandar interno, se adiciono el volumen indicado
en el cuadro 3 y 4 de las soluciones de ketorolaco trometamina y el volumen de
metanol como extrayente necesario para completar 1000 pL. De igual manera se

prepararon las muestras provenientes del estudio farmacocinético omitiendo la
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adicion de las soluciones de ketorolaco trometamina. Las muestras se agitaron en

vortex por 5 min, se centrifugaron durante 35 min a 12,500 rpm y se tomaron 60

uL del sobrenadante para inyectarlo al cromatografo.

6.2.2

a)

b)

VALIDACION DEL METODO ANALITICO

SELECTIVIDAD. Se analiz6 individualmente seis blancos de matriz
biologica provenientes de diferentes ratas, las muestras a analizar se
prepararon de acuerdo al inciso d. Por medio de este parametro se verifico
la existencia de alguna sefial desconocida dentro de los tiempos de
retencion del ketorolaco trometamina o del estandar interno.

CURVA DE CALIBRACION. Se evaltocon3 curvas de calibracién en un
intervalo de trabajo de 6 concentraciones de ketorolaco trometamina a partir
de 0.1, 0.3, 1, 3, 5y 10 pg/mL, ademas se incluyé una muestra blanco y
una muestra cero. Se defini6 un modelo matemético para demostrar la
continuidad y reproducibilidad de la relacién entre la concentracién y la
respuesta.

PRECISION.

REPETIBILIDAD. Se analiz6 por quintuplicado en un mismo dia, cuatro
niveles de concentraciones LIC, MCB, MCM y MCA (0.1, 0.2, 2y 7.5 pg/mL
de ketorolaco trometamina).

REPRODUCIBILIDAD. Se analiz6 en tres corridas analiticas en diferentes
dias por quintuplicado cuatro niveles de concentraciones LIC, MCB, MCM y

MCA (0.1, 0.2, 2y 7.5 pg/mL de ketorolaco).
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d) EXACTITUD. Se determiné el porcentaje de desviacibn a las
concentraciones recuperadas para repetibilidad y reproducibilidad respecto
al valor nominal de cada nivel de concentracién evaluado en precision, con
esto se asegura que los resultados obtenidos tienen un grado de
concordancia con los valores reales.

e) ESTABILIDAD DE MUESTRA PROCESADA. Se prepar6 por triplicado la
muestra control baja y la muestra controla alta y se almacen6 a 4°C para su
posterior analisis a las 24, 48 y 72 horas.

f) ESTABILIDAD A LARGO PLAZO. Se analizd por triplicado la muestra
control baja y la muestra control alta en los dias 0, 5, 15, 30,45 y 60, estas
se encontraban almacenadas en condiciones de congelamiento a una
temperatura de - 40°C.

g) LIMITE INFERIOR DE CUANTIFICACION. Se analizé la concentracion mas
baja de la curva de calibracion por quintuplicado en un mismo dia,

cumpliendo con tiene los criterios de precision y exactitud.
6.2.3 ESTUDIO FARMACOCINETICO.

ANIMALES DE EXPERIMENTACION. Los animales fueron agrupados en 2 grupos
de 6 animales cada uno, de los cuales uno fue identificado como grupo control y el
otro como grupo tratamiento. Los grupos fueron sometidos a un ayuno de
alimento por 24 horas. Se realizd una canulacibn de la arteria caudal
aproximadamente a 3 cm de la base de la cola del animal, colocando a este en

posicién decubito dorsal, se insertd una canula de polietileno directo a la arteria y

49



en el extremo libre se colocd una jeringa para mantener la canula heparinizada y

esto facilito la toma de las muestras durante todo el estudio.

6.2.3.1 TOMA DE MUESTRA.

Se tomdé una muestra cero como control para ambos grupos, después se
administré al grupo control una solucién al 0.5 % de tween 80 por via oral treinta
minutos antes de la administracion de ketorolaco trometamina a una dosis de 10
mg/Kg por via oral. Para el grupo tratamiento se administré metileugenol por via
oral a una dosis de 30 mg/Kg treinta minutos antes de la administracién de
ketorolaco trometamina a una dosis de 10 mg/Kg. Se tom6 cada muestra en los
siguientes tiempos: 5, 15,30, 45, 60, 90, 120, 180, 240 y 360. El volumen de cada
muestra fue aproximadamente de 200 uL, se deposité en tubos eppendorf que
contenian 20 pL de heparina como anticoagulante al 0.2 %, se centrifugd a 12,000
rom durante 15 minutos y al final se tomé 100 pL de plasma para almacenarlo en

congelacion hasta el dia de su analisis.

6.2.3.2 PARAMETROS FARAMACOCINETICOS

Se construy6 un perfil farmacocinético para cada grupo evaluado y por medio del
software Phoenix WinNonLin se determin6 cada uno de los siguientes parametros:

Crmax, tmax, ABCo-t, ABCo-~ Yy t12 de eliminacion.
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6.2.3.3 ANALISIS DE DATOS

Se realiz6 un andlisis estadistico aplicando la prueba t-Student para los
parametros obtenidos en ambos grupos por medio del programa Graph Pad Prism
version 5.0 para determinar si existia diferencia significativa, en donde un valor

de p< 0.05 se considerd como significativo.

7. RESULTADOS.

7.1 VALIDACION DEL METODO ANALITICO

SELECTIVIDAD.

Después de evaluar individuamente 6 plasmas diferentes, se obtuvo el
cromatograma de la figura 5 en donde se observan algunas sefiales detectadas
en la muestra blanco, sobresale una sefial que no es lo suficientemente grande
para interferir con los tiempos de retencion del ketorolaco trometamina y del

estandar interno los cuales se muestran en la figura 6.
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Fﬁguré 5. Crbmatokgramé que }nuesfra seﬁales éenerédas (i) a pértir dé un b“lancod

de plasma de rata para la selectividad del método.

\ \

B e, - USSR S eSS SIS G N ol A0 T

B S S 0 N

Figura 6. Cromatograma que muestra las sefiales generadas del ketorolaco
trometamina (2) como analito de interés y el estandar interno (3) en plasma de
rata.

CURVA DE CALIBRACION.

La figura 7, presenta la curva de calibracion obtenida en el intervalo de
concentraciones de 0.1 a 10 pg/mL de ketorolaco trometamina en plasma de rata,

la cual tiene un comportamiento lineal tipo y = 1.450x + 0.020, con una r>= 0.999

52



(Anexo 12, numeral 1, inciso a). Los datos de concentracién recuperada de la
curva de calibracion cumplen los criterios de aceptacion requeridos por la

normatividad como lo muestra el cuadro 5.

Concentracion Concentracion recuperada Concentracion | % Desviacién

(Mg/mL) (ug/mL) recuperada
Curva Curva Curva promedio
1 2 3 (Mg/mL)

Blanco 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.00
0.1 0.0855 0.0863 0.0975 0.0897 -10.33
0.3 0.2914 0.2903 0.3066 0.2960 -1.34

1 1.0073 0.9635 0.9962 0.9890 -1.10
3 3.0590 3.0018 3.0309 3.0306 1.02
5 4.9498 5.1092 4.9557 5.0053 0.10
10 10.0071 9.9489 10.0131 9.9895 -0.10

Cuadro 5. Se muestran las concentraciones recuperadas individualmente en cada curva y
el promedio para la construccion de la curva de calibracibn con sus respectivos

porcentajes de desviacion.
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Figura 7. Cada punto de la curva de calibracion para ketorolaco trometamina representa

el promedio de tres determinaciones + su desviacion estandar.

PRECISION

Repetibilidad:

La precision del método, evaluada en términos de repetibilidad, al analizar cuatro

niveles de concentracion (limite inferior de cuantificacion 0.1 pg/mL, control bajo

0.2 pg/mL, media 2 pg/mL y alto 7.5 pg/mL ) de ketorolaco trometamina, cada uno

por quintuplicado el mismo dia y en las mismas condiciones de trabajo, produjo los

resultados presentados en el cuadro 6. El coeficiente de variacion para cada nivel

de concentracién se encuentra dentro del criterio de aceptacion menor o igual del

20% y para el limite inferior de concentracion menor o igual al 15%.
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Concentracion Concentraciones recuperadas para cada Promedio de las % CV

(ug/mL) muestra control (ug/mL) concentraciones
1 5 3 4 5 recuperadas
(ug/mL)#Desv. Est.
0.1 0.1107 0.1056 | 0.1019 | 0.1153 | 0.1046 0.1076 £ 0.0053 4.96
0.2 0.1877 0.1875 | 0.1921 | 0.2000 | 0.1850 0.1904 £ 0.0059 3.10
2 1.9075 1.8842 | 1.8379 | 1.7536 | 1.8118 1.8390 + 0.0608 3.30
7.5 7.3342 7.5372 | 7.5884 | 7.3151 | 7.2767 7.4103 £ 0.1419 1.91

Cuadro 6. Resultados de repetibilidad del método. Se reportan las concentraciones
recuperadas individualmente para el LIC, MCB, MCM y MCA, asi como el promedio de
las 5 repeticiones + Desviacion Estandar y su respectivo porcentaje del coeficiente de

variacion.

REPRODUCIBILIDAD.

Los resultados al analizar cuatro niveles de concentraciones (limite inferior de
cuantificacion, control bajo, medio y alto) de ketorolaco trometamina por
quintuplicado bajo las mismas condiciones de analisis y en tres corridas diferentes,
cumplen con el criterio de aceptacion para la reproducibilidad del método (% CV
menor o igual del 20% para el limite inferior de concentracion, y menor o igual al
15% para el resto de las concentraciones, tal como puede observarse en el

cuadro 7.
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Concentracion | Corrida Corrida Corrida Promedio % CV

(ug/mL) analitica | analitica | analitica (ug/mL)+
1 2 3 Desv. Est.
0.1 0.1076 0.0834 0.0924 0.0945 +0.0121 12.77
0.2 0.1904 0.1842 0.1789 0.1845 + 0.0067 3.65
2 1.8390 1.7799 2.1554 1.9248 +0.1788 9.29
7.5 7.4103 7.3579 7.4708 7.4130 +0.1764 2.38

Cuadro 7. Se muestran los promedios de las concentraciones obtenidas
experimentalmente de 5 repeticiones para el LIC, MCB, MCM y MCA en tres corridas

analiticas mas su respectivo % C.V.

EXACTITUD

El porcentaje de desviacion respecto al valor nominal esperado de ketorolaco
trometamina a los promedios de las concentraciones experimentales por
quintuplicado obtenidas de las tres corridas analiticas del LIC y las muestras
control, presentadas en el cuadro 8 estan dentro del 85 al 115%. Considerado

como criterio de aceptacion- “7)

Concentracién (ug/mL) Concentraciéon experimental Exactitud

png/mL+ Desv. Est.

0.1 0.0945 + 0.0121 94.4 %
0.2 0.1845 + 0.0067 92.2%

2 1.9248 + 0.1788 96.2 %
7.5 7.4130 £ 0.1764 98.8 %

Cuadro 8. Resultados que demuestran que el método es exacto.
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LIMITE INFERIOR DE CUANTIFICACION.

El limite de cuantificacion (0.1 pg/mL) cumple con la exactitud y precision

requerida como criterios de aceptacion, como se observa en el cuadro 9.

Concentracion Concentracion % de Desviacion
(ng/mL) Recuperada (ug/mL)

0.1 0.1089 108.8739
0.1071 107.0985
0.1170 116.9939
0.0906 90.6031
0.1056 105.5756

Promedio 0.1058 105.8290

Desv. Est. 0.0095

% C.V. 9.0563

% Desviacion 9.5842

Cuadro 9. Resultados del limite inferior de cuantificacion para el método de

cuantificacion del ketorolaco trometamina.

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

En la figura 8 y 9 se presentan los resultados obtenidos para la estabilidad de la
muestra procesada a corto plazo (0, 24, 48 y 72 h) evaluada por triplicado en la

MCB (0.2 pg/mL) y MCA (7.5 ug/mL), (Anexo 13, numeral 1, inciso b).
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Figura 8. Concentraciones obtenidas de los promedios de las muestras control bajas
(MCA 0.2 pg/mL) evaluadas por triplicado a las 0, 24, 48 y 72 h, cada punto muestra el

promedio de tres determinaciones mas su desviacion estandar.
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Figura 9. Concentraciones obtenidas de los promedios de las muestras control alta (MCA
7.5 pg/mL) evaluadas por triplicado a las 0, 24, 48 y 72 h, cada punto muestra el promedio
de tres determinaciones més su desviacion estandar.

Para la estabilidad a largo plazo, la MCB y MCA analizada por triplicado y

almacenada en condiciones de congelamiento hasta por 60 dias, los resultados
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muestran la estabilidad de dichas muestras bajo las condiciones descritas, como

puede observarse en la figura 10y 11 (Anexo 11, numeral 1, inciso c).
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Figura 10. Estabilidad a largo plazo para muestra control baja, cada punto es el promedio

de 3 determinaciones *+ Desviacion Estandar.
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Figura 11. Estabilidad a largo plazo para muestra control alta, cada punto es el promedio

de 3 determinaciones *Desviacion Estandar.
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7.2 ESTUDIO FARMACOCINETICO

PERFIL FARMACOCINETICO DEL KETOROLACO TROMETAMINA

En los perfiles farmacocinéticos promedio de ketorolaco obtenidos para el grupo
control y grupo con tratamiento (Figura 12 y 13), se observa claramente que la
absorciéon del farmaco se da en forma rapida al incrementarse las
concentraciones plasmaticas de ketorolaco hasta alcanzar un maximo, para
después descender, que con el paso del tiempo da origen a un pequefio
incremento en las concentraciones plasmaticas, condicion indicativa de una
recirculacion enterohepéatica que finalmente vuelve a descender de forma

exponencial en funcion del tiempo.

Al comparar los perfiles plasmaticos se observa que la administracion de
metileugenol previa a la del ketorolaco trometamina (grupo tratamiento, Figura 14),
origind una disminucion considerable en las concentraciones plasmaticas del
farmaco durante el periodo del estudio, que provoco cambios significativos en la
biodisponibilidad del farmaco cuando el metileugenol es administrado previamente
como puede observarse en el cuadro 11(Anexo 11, numeral 2, inciso d, e, f, g,

h, i, J).
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Figura 12. Perfil farmacocinético con el curso de las concentraciones plasmaticas del
ketorolaco trometamina después de una administracion por via oral con una dosis de
10mg/Kg previa administracion de vehiculo Los datos representan la media de las 6
determinaciones + Desviacion Estandar del grupo control.
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Figura 13. Perfil farmacocinético con el curso de las concentraciones plasmaticas del
ketorolaco trometamina después de una administracion por via oral con una dosis de
10mg/Kg, treinta minutos después de administrar metileugenol a una dosis de 30 mg/Kg.
Los datos representan la media de las 6 determinaciones + Desviacién Estandar del grupo
tratamiento.
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Figura 14. Comparacion de los perfiles farmacocinéticos al administrar ketorolaco
trometamina a una dosis de 10 mg/Kg con tween 80 al 0.5% como vehiculo (negro) y con
previa administracion de metileugenol (gris).Los datos representan la media de 6
determinaciones * Desviacion Estandar.

Parametros grupo control grupo tratamiento
Crmax 68.0422 + 12.2492 ug/mL 45.2944 + 12.0593*ug/mL
tmax 5 minutos 5 minutos

6329.9020 + 1164.65ug mL?! 2931.554 + 597.9611 *ug mL™

ABCo-t
mint min!
t1/2 eliminacidn 83.59121 + 21.3919 min 50.2430 + 14.0608*min
6721.0379 + 1427.0893 pug mL* 2989.122 + 634.6119* pg mL*
ABCQ-oo

min?! mint

Cuadro 10. Parametros farmacocinéticos de ketorolaco trometamina obtenidos en el
grupo control y grupo con tratamiento. Cada valor representa el promedio de 6
determinaciones de * la Desviacion Estandar. * p < 0.05 (Anexo 11, numeral 2, inciso i).
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8. DISCUSION

Los métodos analiticos que se utilizan para la determinacion de farmacos y sus
metabolitos en muestras biologicas desempefian un papel importante en la
evaluacion y la interpretacion de datos de biodisponibilidad, bioequivalencia y
farmacocinética.®® Ante el conocimientos de que todo método analitico sufre
constantemente cambios y mejoras nuestro estudio, primeramente se enfocé a
reproducir de una técnica analitica por CLAR reportada previamente “8 a partir de
la cual, resultaron las condiciones cromatogréficas reportadas en el apartado de
la metodologia. Bajo las condiciones descritas se logro la cuantificacién del
ketorolaco trometamina en plasma de rata en un rango de concentraciones de 0.1
a 10 pg/mL, Las corridas analiticas fueron de 8 minutos, donde el tiempo de
retencion para el ketorolaco trometamina se alcanz6 a los 3.30 minutos y para el
estandar interno (naproxeno sédico) a 6.35 minutos, indicando lo anterior una

resolucién adecuada para la separacion de las respuestas.

Una vez establecido el método se procedié a validar el mismo, conforme lo indica
la NOM-177-SSA1-2013.59 Los cromatogramas presentados en la figura 5 y 6,
indican que al no existir interferencias enddgenas por parte de la matriz biolégica
gue generaran sefiales en los tiempos de retencion de las sustancias de interés,
se puede inferir que el método analitico es selectivo para cuantificar ketorolaco
trometamina. El método también presenta una respuesta proporcional entre la
concentracion y las respuestas medidas (ABC ketorolaco/ABC El) al mostrar una
linealidad y obtener un coeficiente de determinacion r2 = 0.9999, como puede

observarse en la figura 7. La curva de calibracién obtenida, también cumplié con el
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criterio del por ciento de coeficiente de variacion para los niveles de concentracion,
donde el porcentaje de CV para él para el limite inferior de cuantificacion fue
menor al 20% y en tanto para el resto de las concentraciones se encontré6 menor

al 15%.

Los resultados de precision en términos de repetibilidad y reproducibilidad (cuadro
7 y 8), no denotaron una dispersion alta que denote que los errores sistematicos
que pudieran estar presentes en la metodologia puedan afectar de forma negativa
en la cuantificacion de ketorolaco en plasma de rata. Condicion que resulto en
%CV para las MCB, MCM, MCA vy limite inferior de cuantificacion menor al 15%,

cumpliendo el criterio de aceptacion requerido para este parametro.

La evaluacion de la estabilidad de la muestra procesada, estabilidad a corto plazo
(72 h) y estabilidad a largo plazo (60 dias) resguardadas bajo condiciones de
congelamiento, no mostro cambios significativos en la concentracion de ketorolaco
trometamina en ninguna condicion de estudio con respecto al valor inicial, como
puede observarse en las figuras 8 a 11, sugiriendo que las muestras plasmaticas
conteniendo ketorolaco trometamina pueden ser cuantificas con confiabilidad
siempre y cuando sean resguardadas hasta un tiempo de 60 dias bajo condiciones

de congelamiento.

Los resultados obtenidos en el estudio farmacocinético del ketorolaco trometamina
administrado a una dosis Unica oral de 10 mg/Kg de peso, para el grupo control se
obtuvo una Cmax fue de 68.04pug/mL con un tmax de 5 minutos lo cual indica que la

absorcion fue muy rapida y que no discrepa de estudios previos que indican que la
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vida media de absorcion del ketorolaco trometamina es de 3.8 min.®) También se
observa una recirculacién enterohépatica a los 60 minutos evento caracteristico
del ketorolaco y que no discrepa de lo reportado en estudios previos realizados en

ratas con este AINE.(23.27)

Para el grupo tratamiento donde fue administrado el ketorolaco trometamina a una
dosis similar al grupo control, concomitantemente con metileugenol (30 mg/Kg)
que administrado 30 minutos antes por via oral, se observa un perfil similar al del
grupo control, pero alcanzando una Cmax de 45.29 pg/mL con un tmax @ los 5
minutos indicando que la absorcion sigue siendo rapida, pero en menor

concentracion.

Considerando que los resultados en ambos perfiles farmacocineticos tienen un
comportamiento similar al presentar una absorcion rapida y una recirculacion
enterohepatica (figura 14), pero con una disminucion significativa del 33% y 50 %
en el Cmax Y ABC para el ketorolaco trometamina en el grupo tratamiento en
comparacion cuando la administracion fue sin el compuesto herbolario (cuadro
11), los resultados sugieren cambios en la biodisponibilidad del farmaco. Aun
cuando se reporta que para ketorolaco trometamina los alimentos pueden
disminuir el Cmax, retrasar el tmax, pero no reducir la cantidad total absorbida.®* 52
En nuestro estudio no se presenta tal situacion al no observar un retraso en el tmax
pero si una disminucion en el Cmax Y ABC. Existen diferentes factores fisiologicos
que influyen para que se lleven a cabo los procesos farmacocinéticos?268), por lo
gue no se puede descartar que la disminucién de la cantidad de farmaco en el

torrente sanguineo, pueda ser indicativo de la unién del farmaco con el
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metileugenol, evitando que el ketorolaco trometamina llegue a torrente sanguineo
desde el tracto gastrointestinal, o bien que el metileugenol haya provocado
cambios de pH que impidieran la absorcién del ketorolaco trometamina, esto
respaldado por el hecho que metileugenol se ha reportado como un agente
gastroprotector, cuyo mecanismo pudiera implicar alguna de las vias que regulan
la secrecion acida en el tracto gastrointestinal, dado que se ha reportado que en
su mecanismo de gastroproteccién no estan involucrados el 6xido nitrico, grupos
sulfhidrilos o prostaglandinas.@V

Una vez que el farmaco se encuentra en el compartimento sanguineo necesita ser
transportado para su posterior penetracién a los tejidos por lo que la etapa de
distribuciéon es muy importante, en el caso del ketorolaco trometamina se tiene una
gran afinidad por las proteinas plasméticas de casi 99% en especial por la
albumina y en el caso del metileugenol al tener caracter basico es mas afin a las
glucoproteinas, de esto depende que el farmaco llegue a tejidos y érganos, por lo
tanto se descarta la disminucion del farmaco en el torrente sanguineo sea por la
competicion por el sitio de unién en el proceso de distribucion. (1953

El metabolismo es el proceso farmacocinético que evidencia la existencia de
reacciones de fase | y fase Il para transformar el farmaco en un compuesto mas
hidrosoluble y facil de eliminar. El ketorolaco trometamina es metabolizado por las
isoenzimas del citocromo P450: CYP 2C8 y CYP 2C9 y después sufre una
oxidacion para formar p-hidroxi- ketorolaco para dar lugar a una conjugacion con
acido glucurénico.@? Por otro lado el metileugenol se metaboliza por las isoformas
del citocromo P450: CYP 2E y CYP 2C6, que después sufre una desmetilacion y

una oxidacion para dar origen a su metabolito secundario para-hidroxi-
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metileugenol.®¥ Al comparar las vias metabdlicas de ambos compuestos, se
puede observar que estas son diferentes para cada compuesto, por tanto, la
posibilidad de que se presente una competicion por parte del metileugenol que
impidiera el metabolismo del ketorolaco trometamina es minima. Esta sugerencia
es acorde con los perfiles farmacocinéticos obtenidos, donde se observa que en
ambos grupos se presenta la recirculacion enterohepética, aunque en menor
medida en el grupo tratado con metileugenol, por tener una menor

biodisponibilidad del farmaco.

Una vez que los farmacos han sido biotransformados se dirigen hacia los rifiones
especificamente al tubulo que tiene tres funciones principales que son las de
filtrar, reabsorber y depurar sustancias de acuerdo a sus caracteristicas como el
pH vy la liposolubilidad. EI metileugenol se elimina como su metabolito secundario
para-hidroxi-metileugenol que tiene un pka basico®® por lo que al llegar el
ketorolaco trometamina®® al tlibulo proximal evitando que exista una reabsorcion
de este, por lo cual al tener un medio basico acelera la excrecion del farmaco

disminuyendo su estancia y efecto en el organismo.®

La interaccion farmaco-metileugenol mostrada en este estudio por la modificacion
en la biodisponibilidad del ketorolaco se torna relevante ante la evidencia de
reportes de que toda combinacion de plantas medicinales o compuestos
provenientes de éstas con actividad farmacoldgica eventualmente puede terminar
en una ineficacia clinica, “+43y ante el hecho de que se ha reportado que existe
una relacién directa entre los niveles sanguineos del ketorolaco con su efecto

analgésico.(%
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8.

CONCLUSIONES.

Se establecieron las condiciones Optimas para la cuantificacion de
ketorolaco trometamina en plasma de rata utilizando Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion.

Se logro la confiabilidad del método conforme a los criterios establecido en
la NOM-177-SSA1-2013.

La biodisponibilidad oral de ketorolaco trometamina disminuye en presencia

de metileugenol.

PERSPECTIVAS

Ante la modificacion de la biodisponibilidad del AINE: ketorolaco
trometamina, por metileugenol, es conveniente establecer si la interaccion

observada se presenta con otros AINES.
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11. ANEXO.
1. RESULTADOS DE VALIDACION.

a) DATOS PARA LA CONSTRUCCION DE LA CURVA DE CALIBRACION.

Concentracioén Relacion de areas Promedio | Desv. %
(ug/mL) ABC ketorolaco/ABC El de areas Est. C.vV
Curval Curva 2 Curva 3
Blanco 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 | 0.0000
0.1 0.1372 0.1693 0.1453 0.1506 0.0167 | 11.0761
0.3 0.4390 0.4677 0.4426 0.4498 0.0156 | 3.4780
1 1.4884 1.4526 1.4234 1.4548 0.0325 | 2.2363
3 4.4959 44345 |4.3170 4.4158 0.0909 | 2.0576
5 7.2675 7.5174 7.0543 7.2797 0.2318 | 3.1841
10 14.6806 14.5974 | 14.2466 14.5082 0.2303 | 1.5875

1.4658 1.4629 | 1.4221

m
b 0.0119 0.0431 | 0.0066
r? 0.9999 0.9998 | 0.9999

Cuadro 11. Se muestran los valores de las respuestas (area bajo la curva)
individuales que son directamente proporcionales a cada punto de concentracién de la curva
y el promedio general para cada punto de la curva de calibracién mas su desviacién estandar
y su porcentaje de coeficiente de variacion.
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b) CONCENTRACIONES EXPERIMENTALES OBTENIDAS PARA LAS
MUESTRAS SOMETIDAS A ESTABILIDAD A LARGO PLAZO.

Tiempo (Dias) o | 5 | 15 | 30 | 45 | 60
tubo concentracién (ug/ml) Concentracién obtenida(ug/mL)
1 0.2 (MCB) 0.2068 | 0.1847 | 0.2239|0.1785|0.1975 | 0.1858
2 0.2 (MCB) 0.1830/0.1903 (0.2175(0.1706 | 0.1919 | 0.1975
3 0.2 (MCB) 0.2105|0.1847|0.2191{0.1760|0.1969 | 0.1795
4 7.5 (MCA) 6.5170|7.4370|6.8333 |6.7637 | 6.6781 | 6.8277
5 7.5 (MCA) 6.6331|7.9932|6.7627 | 6.6489 | 6.9529 | 7.0506
6 7.5 (MCA) 6.7067 | 8.1440 | 6.8209 | 6.6565 | 7.4988 | 6.9971
Promedio 0.2 (MCB) 0.2001|0.1866|0.2202|0.1751|0.1954 | 0.1876
Desviacion Estandar 0.0149|0.0032 | 0.0033 | 0.0041 | 0.0031 | 0.0091
Promedio 7.5 (MCA) 6.6189 | 7.8580 | 6.8056 | 6.6897 | 7.0433 | 6.9585
Desviacion Estandar 0.0956|0.3724|0.0377|0.0642|0.4178|0.1164

Cuadro 12. Concentraciones obtenidas en la estabilidad de la muestra a largo plazo, de
las MCB y MCA por triplicado.

a) CONCENTRACIONES EXPERIMENTALES OBTENIDAS PARA LA
ESTABILIDAD DE LA MUESTRA PROCESADA A CORTO PLAZO.
Tiempo (horas) 0 24 | 48 | 72
concentracion (ug/mL)
tubo
1 0.2 0.1812 0.2072 0.2109 0.1923
2 0.2 0.1839 0.2117 0.1905 0.1952
3 0.2 0.1987 0.2161 0.2170 0.1803
4 7.5 6.8102 7.3251 6.9789 7.8877
5 7.5 6.9696 7.3800 7.0429 7.8479
6 7.5 7.0662 7.0905 6.9145 7.9692
Promedio 0.2 0.1879 0.2117 0.2061 0.1893
Desviacion Estandar 0.0094 0.0044 0.0139 0.0079
Promedio 7.5 6.9487 7.2652 6.9788 7.9016
Desviacion Estandar 0.1292 0.1538 0.0642 0.0618

Cuadro 13. Concentraciones obtenidas en la estabilidad de la muestra procesada a largo
plazo, de las MCB y MCA por triplicado.
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2. RESULTADOS DEL ESTUDIO FARMACOCINETICO.

b) CONCENTRACIONES OBTENIDAS PARA CADA CINETICA DEL

GRUPO CONTROL.

CINETICAS

. CONC. EXPER.(ug/mL)
Tiempo PROMEDIO | Des. Est.
(min) Rata 1 Rata2 | Rata3 | Rata4 | Rata5 | Rata6

0
0 0 0 0 0 0 0 0

12.2492
5 76.4734 | 84.1820 | 61.0363 | 56.9333 | 54.2003 | 75.4282 | 68.0423

7.3528
15 49.8204 | 58.8481 | 57.1071 | 40.9854 | 43.0718 | 46.1359 | 49.3281

4.1421
30 39.7577 | 45.7947 | 43.7311 | 38.0301 | 34.1523 | 41.1280 | 40.4323

5.0813
45 37.0503 | 37.9093 | 43.9352 | 34.0495 | 28.5407 | 34.6079 | 36.0155

5.4251
60 39.5301 | 46.3907 | 44.5990 | 31.9898 | 35.8339 | 41.8522 | 40.0326

5.2668
90 19.4831 | 31.9896 | 30.2401 | 30.5516 | 21.1098 | 26.8122 | 26.6977

3.2852
120 | 17.5218 | 19.9264 | 21.9173 | 23.2101 | 15.9764 | 15.0543 | 18.9344

4.2531
180 8.3482 | 11.3193 | 17.1745 | 16.3928 | 8.1176 | 7.9074 11.5433

4.8773
240 3.1960 | 7.8384 | 11.3838 | 14.1059 | 2.7664 | 2.9818 7.0454

1.5493
360 1.7727 | 29559 | 4.6392 | 4.9488 | 1.2404 | 2.0301 2.9312

Cuadro 14. Resultados de las concentraciones obtenidas para cada cinética, asi como

también el promedio y su desviacibn estandar, para el grupo control, con

administracién via oral de ketorolaco trometamina a una dosis de 10 mg/Kg, n=6.

78

una




c) CONCENTRACIONES OBTENIDAS PARA CADA CINETICA DEL
GRUPO TRATAMIENTO.

CINETICAS

Tiempo CONG. EXPER (ka/mt) PROMEDIO | Des. Est.

(min) Rata 1 Rata2 | Rata3 | Rata4 | Rata5 | Rata6
0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 53.0772| 31.7293| 29.1831| 54.5129| 57.0013| 46.2624 45.2944 | 12.0592
15 26.5639| 30.8218| 21.6137| 35.9205| 31.1584| 33.2837 29.8937| 5.0975
30 19.5410| 22.8911| 15.0473| 28.9212| 25.9611| 27.8833 23.3742 5.3302
45 20.9753| 21.1432| 13.6128 | 21.5511| 21.6780| 18.5041 19.5774 3.1446
60 20.6157| 25.6857| 13.0782| 27.9621| 19.2181| 17.4500 20.6683 5.4488
90 10.8143 | 13.6227| 11.0712| 19.3441 9.4185| 14.2813 13.0920 3.5651
120 7.9088 | 10.2896 5.7631 9.5149 5.9675| 10.7581 8.3670| 2.1670
180 3.1668 5.0729 1.6960 4.1332 1.9552 6.1134 3.6896| 1.7459
240 0.9593 2.1295 0.7822 1.6490 0.2830 2.8719 1.4458 | 0.9562
360 -0.2776 0.3947 0.1955| -0.0405 0.0702 1.1101 0.2421| 0.4813

Cuadro 15. Resultados de las concentraciones obtenidas para cada cinética, asi como
también el promedio y su desviacién estandar, para el grupo tratamiento con
administracion via oral de ketorolaco trometamina a una dosis de 10 mg/Kg y

metileugenol a 30 mg/Kg, n=6.
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d) CONCENTRACIONES GRAFICADAS PARA CADA CINETICA DEL
GRUPO TRATAMIENTO.

Promedio de las

Promedio de las

Tiempo concentraciones concentraciones
; Desv. Est. . Desv. Est.
(minutos) Grupo control Grupo tratamiento
(ng/mt) (ug/mL)
0 0 0 12.0592
5 68.0423 12.2492 45.294400 5.0975
15 49.3281 7.3528 29.8937 5.3302
30 40.4323 4.1421 23.3742 3.1446
45 36.0155 >.0813 19.5774 5.4488
60 40.0326 >-4251 20.6683 3.5651
90 26.6977 >.2668 13.092 2.1670
120 18.9344 3.2852 8.367 1.7459
180 11.5433 42531 3.6896 0.9562
240 7.0454 4.8773 1.4458 0.4813
360 2.9312 1.5433 0.2421 12.0592

Cuadro 16. Concentraciones promedio de cada punto de muestreo + su desviacion
estandar, para el grupo control y el grupo tratamiento.

80




3. PARAMETROS FARMACOCINETICOS.

e) AREA BAJO LA CURVA (ABC).

CINETICAS DEL GRUPO CONTROL

Tiempo Area bajo la curva (ABC) min'** ug/mL

(min) | pata1 | Rata2 | Rata3 | Rata4 | Rata5 | Rata6

PROMEDIO | Des. Est.

0 0 0 0 0 0 0 0

5 191.1835 | 210.4550 | 152.5908 | 142.3333 | 135.5008 | 188.5705 170.1058
15 631.4690 | 715.1505 | 590.7170 | 489.5935 | 486.3605 | 607.8205 586.8520
30 671.8358 | 784.8210 | 756.2865 | 592.6163 | 579.1808 | 654.4793 673.2030
45 576.0600 | 627.7800 | 657.4973 | 540.5970 | 470.1975 | 568.0193 573.3585

60 574.3530 | 632.2500 | 664.0065 | 495.2948 | 482.8095 | 573.4508 570.3608

90 885.1980 | 1175.7045 | 1122.5865 | 938.1210 | 854.1555 | 1029.9660 | 1000.9545

120 555.0735 | 778.7400 | 782.3610 | 806.4255 556.2930 | 627.9975 684.4815

180 776.1000 | 937.3710 | 1172.7540 | 1188.0870 | 722.8200 | 688.8510 914.3310

240 346.3260 | 574.7310 | 856.7490 | 914.9610 | 326.5200 | 326.6760 557.6610

360 298.1220 | 647.6580 | 961.3800 | 1143.2820 | 240.4080 | 300.7140 598.5960

ABC .+ | 5505.721 | 7084.661 7716.929 | 7251.311 | 4854.246 | 5566.545 6721.0379 1427.0893

Cuadro 17. Resultados de las areas bajo la curva (ABC) obtenidas para cada punto del
perfil farmacocinético, asi como también el promedio y su desviacién estandar para el
grupo control, con una administracion via oral de ketorolaco trometamina a una dosis de
10 mg/Kg, n=6.
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CINETICAS DEL GRUPO TRATAMIENTO

Tiempo

Area bajo la curva (ABC) min™** ug/mL

(min) PROMEDIO | Des. Est.
Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 Rata 5 Rata 6
0 0 0 0 0 0 0 0
5 132.6943 | 79.3233| 72.9578| 136.2823| 142.5033| 115.6560 113.2360
15 398.2081| 312.7555| 253.9840| 452.1670| 440.7985| 397.7305 375.9405
30 345.7868 | 402.8468 | 274.9575| 486.3128| 428.3963 | 458.7525 399.5093
45 303.8723 | 330.2573| 214.9508 | 378.5423| 357.2933| 347.9055 322.1370
60 311.9325| 351.2168| 200.1825| 371.3490| 306.7208 | 269.6558 301.8428
90 471.4500 | 589.6260| 362.2410| 709.5930| 429.5490| 475.9695 506.4045
120 280.8465 | 358.6845| 252.5145| 432.8850| 230.7900| 375.5910 321.8850
180 332.2680 | 460.8750| 223.7730| 409.4430| 237.6810| 506.1450 361.6980
240 123.7830 | 216.0720| 74.3460| 173.4660| 67.1460| 269.5590 154.0620
360 0.0000 | 151.4520| 58.6620 0.0000 0.0000 | 238.9200 101.2740
ABC ¢+
2700.841 3253.109 | 1988.569 | 3550.040| 2640.878| 3455.885|2931.554 5979611

Cuadro 18. Resultados de las areas bajo la curva (ABC) obtenidas para cada punto del
perfil farmacocinético, asi como también el promedio y su desviacién estandar, para el
grupo tratamiento con una administracion via oral de ketorolaco trometamina a una dosis
de 10 mg/Kg y metileugenol a 30 mg/Kg, n=6.
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f) AREA BAJO LA CURVA (ABC) TOTAL.

CINETICAS DEL GRUPO CONTROL
. Area bajo la curva (ABC) min™** ug/mL
Tiempo
temp PROMEDIO | Des. Est.
(min) | pata1 | Rata2 | Rata3 | Rata4 | Rata5 | Rata6
ABC t-
oo 165.9480 | 378.2553 | 650.3428| 828.9486| 114.1597| 193.1585 388.4688

ABCO-t | 5505.721 | 7084.661 | 7716.929 | 7251.311 | 4854.246 | 5566.545 | 6721.0379
ABC 0-c0

5671.6688 | 7462.9163 | 8352.3126 | 8099.2734 | 4969.2245 | 5765.6724 6721.0379 | 1427.0893

Cuadro 19. Resultados de las areas bajo la curva (ABC) total obtenidas para cada perfil
farmacocinético, asi como también el promedio y su desviacion estandar para el grupo
control, con una administracién via oral de ketorolaco trometamina a una dosis de 10

mg/Kg, n=6.
CINETICAS DEL GRUPO TRATAMIENTO
. Area bajo la curva (ABC) min™** ug/mL
Tiempo PROMEDIO | Des. Est.
(min) | Rata1 | Rata2 | Rata3 | Rata4 | Rata5 | Rata6
ABC t-00 54.5696 28.7798 13.7699 | 112.9007 12.5470 | 116.8482 | 56.56920 i
ABC 0-t -
2700.841 3253.109 | 1988.569 | 3550.040 | 2640.878| 3455.885 |2931.554
ABC 0-c0
2759.177 | 3280.971| 2004.944| 3662.941| 2653.903| 3572.733|2989.122 634.611

Cuadro 20. Resultados de las areas bajo la curva (ABC) total obtenidas para cada perfil
farmacocinético, asi como también el promedio y su desviacion estandar, para el grupo
tratamiento con una administracion via oral de ketorolaco trometamina a una dosis de 10

mg/Kg y metileugenol a 30 mg/Kg, n=6.
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g) CONCENTRACION MAXIMA (Cmax).

CINETICAS

Tiempo Concentracion mdxima (Cmax), (ug/mL)

(min) | pata1 | Rata2 | Rata3 | Rata4 | Rata5 | Rata6

PROMEDIO | Des. Est.

Grupo

control | 76 4734 84.182| 61.0363| 56.9333| 54.2003| 75.4282| 68.04225 | 12.2492

Grupo
tratamie
nto 53.0777 | 31.7293| 29.1831| 54.5129| 57.0013| 46.2624| 45.2944 12.0593

Cuadro 21 . Resultados de la concentracibn maxima obtenida en cada perfil
farmacocinético para el grupo control con una administracion por via oral de ketorolaco
trometamina a una dosis de 10 mg/Kg y el grupo tratamiento con una administracion por
via oral concomitante con ketorolaco trometamina a una dosis de 10 mg/Kg y
metileugenol (30 mg/Kg).

h) tuz ELIMINACION

CINETICAS

. ti2 eliminacién (min)
T
;e".'p)o PROMEDIO | Des. Est.
min Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 Rata 5 Rata 6
Grupo
control

66.9052 88.6994 | 94.9333| 118.7687| 64.2514| 67.9891| 83.59121 21.3919
Grupo
tratamie
nto 42.15067 | 48.92933 | 58.05935| 47.4571| 31.90166| 72.96011| 50.2430 14.0608

Cuadro 22 . Resultados del ti2 eliminacion (min) para el grupo control con una
administracién por via oral de ketorolaco trometamina a una dosis de 10 mg/Kg y el grupo
tratamiento con una administracion por via oral concomitante con  ketorolaco
trometamina a una dosis de 10 mg/Kg y metileugenol (30 mg/Kg).
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i) RESULTADO AL APLICAR EL TRATAMIENTO ESTADISTICO
UTILIZANDO UNA T-STUDENT.

-2 t test
|

1 |Table Analyzed CMAX

2 [Column A Contral

3 |vs WS

4 |Column B Tratamiento

5

6 |Unpaired t test

T P value 0.0088

8 P value summary -

9 Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

10 | One- or two-tailed P value? Twao-tailed

11 | t, df t=3.242 df=10
12

13 |How big is the difference?

14 | Mean £ SEM of column & 68.04 £ 5001 N=6
15 | Mean + SEM of column B 4529 + 4 923 N=6
16 | Difference between means 22TF5 £ T7.017
17 | 95% confidence interval 7.113 to 38.38
18 | R squared 0.5124

19

20 |F test to compare variances

i F.0Fn, Dfd 1.032. 5, 5

22 | Pwalue 0.9735

23 | P walue summary ns

24 | Are variances significantly different? Mo

Figura 15. Valores de Cmax para el grupo control y el grupo taratamiento de ketorolaco a
una dosis de 10 mg/Kg. Se observa como a comparacioén del grupo control (ketorolaco
trometamina 10 mg/Kg) presenta mayor variacién. Los datos expresan como el grupo
tratamiento *p< 0.05 vs grupo control; n=6 ratas por grupo.
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| t test
r
1 |[Table Analyzed Data 1
2 |Column A ABC total grupo control
3 |vs v
4 |Column B ABC total grupo tratamiento
5
6 |Unpairedt test
T | Pvalue 0.0002
8 | Pwalue summary e
9 | Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed
11 |t df t=5823 df=10
12
13 |How big is the difference?
14 | Mean £ SEM of column A 6713 £ 581.5 N=6
15 | Mean £ SEM of column B 3001 £ 261.3 N=6
16 | Difference between means a2 +637 5
17 | 95% confidence interval 2292 to 5132
18 | R squared 07722
19
20 [F test to compare vaniances
21 | F.DFn, Did 4953 5 5
22 | Pvalue 0.1038
23 | Pvalue summary ns
24 | Are variances significantly different? No

Figura 16. Se observa que el grupo control existe una mayor variacion entre los
resultados obtenidos de ABC en cada rata, mientras que en el grupo tratamiento en
donde se administré ketorolaco trometamina 10mg/Kg con el compuesto herbolario
metileugenol 30mg/Kg se tiene menor dispersion en cuanto a los resultados obtenidos.
Entonces se obtuvo para el grupo control *p<0.05 vs el grupo tratamiento.
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b5z t test
|

1 |Table Analyzed Data 1

2 |Column A grupo control

3 |vs WS

4 |Column B grupo tratamiento
5

6 |Unpaired t test

T P wvalue 0.0096

& F value summary =

9 Are means signif. different? (P = 0.05) Yes

10 | Cne- or two-tailed P value? Two-tailed

11 |t df t=3.191 df=10

12

13 |How big is the difference?

14 | Mean £ SEM of column A 83.59 +£8.733 N=6B
15 | Mean £ SEM of column B 5024 £ 5740 MN=68
16 Difference between means 33.35 £ 10.45

17 | 95% confidence interval 10.06 to 56.63
18 | R squared 0.5045

19

20 |F test to compare variances

21 F.DFn, Dfd 2315, 5.5

22 | Pvalue 0.3784

23 | P value summary ns

24 | Are variances significantly different? Mo

Figura 17. Se observa que el grupo control existe una mayor variaciébn entre los
resultados obtenidos de tiempo de vida media (t1/2) en cada rata, mientras que en el
grupo tratamiento en donde se administrd ketorolaco trometamina 10mg/Kg con el
compuesto herbolario metileugenol 30mg/Kg se tiene menor dispersion en cuanto a los
resultados obtenidos. Entonces se obtuvo para el grupo control *p<0.05 vs el grupo
tratamiento.
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Figura 18. Se observa que en el grupo tratamiento no existe diferencia alguna con
respecto al grupo control, por lo tanto no hay variaciéon en los resultados obtenidos de
tmax en cada rata.
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