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RESUMEN

La lesion traumatica de la médula espinal (LTME) es uno de los trastornos
clinicos con mayor impacto biopsicosocial; su estudio ha despertado un gran
interés, integrando diversas disciplinas de investigacién basica, clinica y
social, gue buscan mejorar la calidad de vida de dos pacientes afectados.
Estudios clinicos realizados por Segal y Brunneman,1989, en sujetos con
LTME, senalan cambios en la bicdisponibilidad de varios farmacos con
respecto a individuos sanos Estos resultados sugieren que los pacientes que
padecen de lesion medular, deben ser considerados come una subpoblacidn
terapéutica con requerimientos y necesidades especiales El objetivo del
presente trabajo fue evaluar las alteraciones farmacocinéticas en la absorcion
intramuscular del diclofenac, en la fase cronica (FC) de la lesién medular
(LM) Se realizaron estudios con ratas hembra (Sprague-Dawley) que se
sometieron a contusion de la medula espinal (ME) a nivel torécico (T8-T9) A
los grupos control, solo se les realizd la laminectomia (exposicion de la
medula espinal, sin lesién) Se administré una dosis uUnica de diclofenac
sodico 10 mg/kg de peso, a 35 dias después del procedimiento quirdrgico En
un primer grupo de ratas lesionadas se les administré diclofenac, en el muslo
de la pata trasera, inferior al nivel de lesién. A un segundo grupo de ratas con
lesion, la dosis se administrd en el biceps, superior al nivel de lesidon Se
obtuvieron muestras de sangre de 100ul, a diferentes intervalos de tiempo,
durante un periodo total de 8 horas Las muestras se analizaron en una
columna de fase inversa Cqs, empleando un detector electroquimico a un
potencial fijo de 11 V Se determinaron los siguientes parametros
farmacocinéticos: ABC, Cmax, Tmax COmMo resultado de este estudio, no se
encontrd diferencia estadistica entre las ratas lesionadas con administracion
superior y su control Las ratas lesionadas, con administracion inferior
presentaron diferencia significativa, en los parametros de biodisponibilidad
ABC y Cnax Estos resultados serialan que en la fase cronica de la lesion
medular, la atrofia muscular y el deterioro del flujo sanguineo son factores
que alteran la biodisponibilidad de farmacos administrados por esta via Por
lo anterior, se sugiere que al administrar fArmacos por via intramuscular a
pacientes parapléjicos, se aplique la dosis en los musculos por arriba del
nivel de lesidn, ya que se mantienen activos con una buena irrigacion
sanguinea



I.  LESION TRAUMATICA DE LA MEDULA ESPINAL
(LTME)

Ei traumatismo de la médula espinal (ME), es causado generalmente por
accidentes en los cuales se fractura o disloca alguna de las vértebras,
causando una compresion o una deformidad angular de la ME, gue puede
ser a nivel cervical, dorsal o lumbar (Amzallag,1993) Posterior al tfrauma, se
presenta un amplio espectro de alteraciones neurolégicas que van desde
sintomas transitorios, en muchos casos leves, hasta efectos permanentes
como paraplejia o tetraplejia En estos casos la interrupcion de la senal
nerviosa, provoca la pérdida motriz y sensorial de los musculos afectados por
abajo del nivel de lesidn

Hasta mediados del siglo pasado, los pacientes con LTME morian a
consecuencia de diversas complicaciones tempranas (Bedbrook,1987). En la
actualidad gracias al desarrollo de disciplinas como la farmacologia, |a
neurologia, la rehabilitacién, la neurocirugia, etc., ha disminuido la mortalidad
y se ha elevado la calidad de vida del paciente En nuestro pais no contamos
con datos epidemioldgicos precisos, sin embargo, existen reportes de
incidencia en lesion traumatica: de 18.6 casos /1,000,000 de habitantes por
afo, sin considerar la estadistica de algunos hospitales donde se atiende a
pacientes con trauma raguimedular agude, que incrementarian dicha cifra
(Galicia, 1998).

La investigacion de la LTME integra diversas disciplinas En el campo de la
biofarmacia es importante comprender [as alteraciones neuroldgicas, que se
originan como consecuencia de la lesion medular, ya que pueden interferir en
los mecanismos cinéticos de algunos farmacos Los pacientes que sufren
una lesion medular, no responden a la terapia farmacoldgica, con respecto a
los sujetos sin lesidon Esto se entiende, porque el enfermo paralitico ademas
de presentar inmobilidad y pérdida sensorial en los mdsculos, puede
manifestar: disfuncidén del Sistema Nervioso Autdénomo (SNA), desregulacion
enddcrina y cambios de flujo sanguinec en dérgancs y tejidos (MC Donald
,1999)



En el tratamiento farmacolégico de pacientes con lesion medular, dado
gue no se conoce el efecto de estas disfunciones neuroldgicas sobre los
mecanismos cinéticos, no se tiene un tratamiento especializado Esto implica,
que [a dosis administrada, es la recomendada para individuos sanos; cuando
no se alcanza el efecto farmacolégico deseado, la dosis se aumenta hasta
gue se observan signos de toxicidad Este metodo de ensayo y error puede
llevar a consecuencias peligrosas para los pacientes puesto que, a menudo,
es dificil diferenciar los sintomas de toxicidad relacionados con el farmaco, de
aquelios signos o sintomas ocasionados por [os desérdenes subyacentes a la
lesion (Segal y Brunnemann,1989,)

La situacion clinica puede hacerse aun mas compleja cuanda un paciente
recibe multiples farmaccs para conirolar las patologias que cursan con la
lesién medular, por ejemplo, la insuficiencia cardiaca, los trastornos
hepaticos, los trastornos renales, las anormalidades gastrointestinales, las
alteraciones hormonales e inmunoldgicas, entre otros

Estudios clinicos en pacientes con lesion medular han reportado cambios
en la farmacocinética de algunos farmacos pertenecientes al grupe de los
antiinflamatorios no esteroidales AINEs (Halstead et al , 1985) Uno de estos
estudios ha demostrado que la absorcion del acetaminofén esta alterada en
individuos con una LTME en fase cronica, no asi la absorcidn de la
riboflavina Estos resultados sugieren que los farmacos con un mecanismo
de absorcidn por difusion pasiva como el acetaminofén, presentan
alteraciones en la absorcién como consecuencia de una lesion medular Sin
embargo, farmacos cuyo mecanismo es a traves de un transporte activo
comoe la riboflavina, donde la absorcién no se relaciona directamente con el
vaciamiento gastrico, pueden no presentar alteraciones farmacocinéticas
cuando se administran después de una lesion medular.

Otra de las vias importantes de administracién en pacientes con LTME es
la intramuscular Cabe mencionar gue aun cuando la administracién por via
intramuscular es considerada comunmente como una via segura para
conseguir un efecto terapéutico rapido y eficiente (Segal et al, 1986),
depende en gran medida tanto de las propiedades fisicoquimicas del farmaco
como de la permeabilidad de los capilares y el flujo sanguinec En la LTME
los trastornos fisioldgicos pueden alterar, el efecto terapéutico deseado



En el CUADRO 1 se presentan algunas de las alteraciones
farmacocinéticas que se han reportado como consecuencia de la lesién
traumatica de la medula espinal

CUADRO 1 Estudios Clinicos en pacientes con lesién medular, en fase cronica 4

Estas investigaciones demuestran alteraciones en la biodisponibilidad de algunos
farmacos al ser evaluados, en pacientes con lesion medular

FARMACO REFERENCIA | VIA DE AD. OBSERVACIONES
ACETAMINOFEN Halstead et al ORAL < su absorcion
1985 o .
{ vaciamiento gastrico
AMIKACINA Brunnemann y M T su volumen de
GENTAMICINA Segal 1991 distribucion
| flujo sanguineo
LORAZEPAM Segal et al |V Tsuvd
1991 o,
 su eliminacion
BACLOFEN Aisen et al ORAL dsu absorcion y su
1892 eliminacion

| vaciamiento gastrico

DANTROLENO Segal y ORAL 1 su absorcidn
Brunnemann _ o
1980 & 4 vaciamiento gastrico
TEOFILINA Segaletal , ORAL | Lsuty,
1987

J vaciamiento gastrico

*T = INCREMENTO , 4 = DISMINUCION

¢ TESES CON
FALLA DE CRIGEN




ALTERACIONES GASTROINTESTINALES Se han demostrado alteraciones
farmacocinéticas de farmacos administrados por la via oral, en pacientes con
LTME cronica Tal es el casoc del acetaminofén, tecfilina, dantroleno y
baclofeno Estas disfunciones se han atribuido a los cambios funcionales en
el tubo digestivo, que se producen después de una lesion medular y gue
ocasionan retardo del vaciamiento gastrico (Fealey et al, 1984; Garcia-Lopez
P etal, 1999).

ALTERACIONES EN LA ABSORCION INTRAMUSCULAR La administracion
de medicamentos por la via intramuscular también presenta alteraciones en
individuos con lesidn La gentamicina y las cefalosporinas administrados por
via im, ademas de presentar alteraciones en la absorcion, presentan un
retardo en la eliminacion (Gilman et al , 1993) Este cambio se ha atribuido al
deterioro del flujo sanguineo, en los musculos paralizados Otra posible
explicacion que se ha planteado a las bajas concentraciones alcanzadas
después de la administracion de farmacos por esta via, es la dilucion del
farmaco en el volumen extracelular que habitualmente se encuentra
incrementado en los tejidos y espacios intercelulares de estos pacientes
(Segal et al ,1986)

ALTERACIONES METABOLICAS Ademas de las alteraciones en los
procesos de absorcidon y distribucidon de farmacos, la capacidad metabdlica
puede afectarse como consecuencia de |a lesién (Segal,1991), ha reportado
cambios en los niveles de catecolaminas circulantes, en pacientes con lesion
de ME Es factible que estos cambios, sean indicios de alteraciones en el
metabolismo hepatico. Estudios clinicos, han tratado de correlacionar los
niveies de creatinina serica como indicador de [a funcionalidad renal,
después de una lesion medular, sin embargo, la creatinina serica no refleja la
actividad renal en estos pacientes



11, SECCION DE LA MEDULA ESPINAL
Y CHOQUE MEDULAR

La médula espinal ademas de ser la conduccion principal del sistema
nervioso central, realiza una serie de complejas actividades, que son
esenciales para la conservacion del equilibrio homeostatico del organismo
Estas funciones vitales se llevan en conjunto con el Sistema Nervioso
Autonomo {SNA), que dirige y conduce desde la médula espinal toda la
informacién sinaptica aferente y eferente, proveniente de las células
nerviosas de la piel, articulaciones y musculos. ESQUEMA 1

En el traumatismo de la meédula espinal se produce una seccion anatémica
o fisioldgica de las fibras nerviosas en el nivel de lesién La irrigacién medular
también se deteriora, produciendo isguemia a partir del punte de la lesidon
vascular, como ocurre en los traumatismos toracicos y abdominales graves
en fos que la ruptura de las arterias intercostales puede producir un cuadre
de isquemia medular grave con infarto (Colachis, 1992) La magnitud del dafo
va a depender de la intensidad y el nivel de lesidn medular (Lehmann et
al ,1987)

Las lesiones medulares agudas se caracterizan por arreflexia, flacidez,
anestesia y paralisis autbnoma abajo del nivel de la lesidn Invariablemente,
hay hipotensidn arterial cuando la seccidn es arriba de Ts por pérdida del
tono vascular simpatico Son comunes las anormalidades hemodinamicas y
disritmias cardiacas en los niveles cervicales y toracicos altos (Lehmann et
al ,1987)

Si la lesidn se produce en las primeras vértebras cervicales o toracicas, se
provoca un choque medular, donde las funciones medulares incluidos los
reflejos, se deprimen de forma inmediata hasta un punto del silencio total
Este cuadro clinico lleva a una alta mortalidad.
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1.2 LESION PRIMARIA

L.a lesidn primaria se origina como consecuencia de la alteracion inmediata
que sufre la médula espinal y depende de la intensidad y caracteristicas del
trauma o manipulacién mecanica que la provocan (Gulzar-Sahagun G, et
al ,1998) En esta etapa se pierden un gran numero de axones, como
resultado de una serie de eventos quimicos y celulares. (MC Donald,1999)

Entre los eventos que caracterizan a la lesion primaria se tienen:

INTERRUPCION DE LA CIRCULACION SANGUINEA / ISQUEMIA

En los primeros minutos después de la lesidn, se forman pequefias
hemorragias lindantes a la ruptura o laceracion de vasos sanguineos, que
propician la acumulacion de sangre en el espacio extracelular, formando un
hematoma en la zona de lesidn. En consecuencia hay una pérdida de liquido,
proteinas y células sanguineas del sistema vascular hacia el tejido intersticial
0 espacios o cavidades virtuales Este desequilibrio en los componentes del
flujo vascular, altera la presion hidrostatica y osmotica del plasma,
favoreciendo un aumento del liquido intersticial y la formacion de edema
(Tator,1998; Mairov et al ,1998; Panters et al , 1990)

Por otra parte, la interrupcion del flujo sanguineo deteriora el intercambio
de nutrientes y oxigeno a las células, provocando isguemia que es una de las
causas fundamentales de lesidn y muerte celular (Simpson et al ,1990) Al ser
insuficiente el flujo de oxigeno a las neuronas se produce hipoxia La hipoxia
afecta a la fosforilacion oxidativa y, por lo tanto a la sintesis de ATP Esta
deficiencia de ATP afecta a la estructura y funcidn de las membranas
neuronales.

La consiguiente pérdida de la integridad de las membranas constituye uno
de los factores centrales en la lesion celular irreversible, ya que se pierde la
regulacidon del volumen intracelular, al aumentar la permeabilidad a las
moléculas extracelulares

En el ESQUEMA 2, se representa el ingreso de Calcio (Ca®"), al interior de las
células Este elemento, es un importante mediador de alteraciones
bioguimicas que conducen a la muerte celular como son; la inhibicion de
funciones mitocondriales, desacoplamiento de la fosforilacidn oxidativa,



disminucién de ATP vy la activacion de algunas enzimas intracelulares como
proteasas y fosfolipasas que atacan la membrana. (Hogan,1986; MC Donaid,
1999; Burr et al ,1933).

NEURONA

R INTERIORDELA
PEBEEE  ELULA

b2t
¢ TCa CITOSOLICO
3

o
ACTIV ACION
FOSFOLIPASA

ESQUEMA 2 . ingreso de Ca*" extracelular al interior de la célula.
(Tomado de Connors, Neurociencia Ed. Masson 1998)

DISFUNCION DEL SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO Y SOMATICO

Inmediatamente tras la seccién de fibras nerviosas autdbnomas, el 6rgano
inervado pierde su tono simpatico ¢ parasimpatico. En el caso de los vasos
sanguineos, la seccidén de los nervios simpaticos causa inmediatamente
vasodifatacién con la consecuente disminucion de la presion arterial (Holtz y
Nystrom,1990). Sin embargo, el tono intrinseco del musculo liso puede
aumentar progresivamente, debido a las adaptaciones quimicas gue realizan
fas fibras musculares, restableciendo una vasoconstriccidon casi normal
(Ishikawa et al ,1995).

RESPUESTA INFLAMATORIA AGUDA

La respuesta inflamatoria es un conjunto de reacciones bioquimicas vy
metabdlicas de los tejidos como consecuencia de la agresién. Se caracteriza
por un aumento en la permeabilidad vascular, formacién de edema v,
participacion del sistema inmunolégico, a través de leucocitos y citocinas
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(Cruse et al ,1998) Las manifestaciones clinicas de dicho fendmeno son:
rubor, calor, dolor, aumento de volumen y una pérdida de la funcion
especializada.

Muchas de las respuestas celulares de la inflamacidon se inician por
sustancias guimicas gue son liberadas localmente tras la agresion, y son las
gue influyen en los cambios de flujo y calibre vascular, denominados también
cambios hemodinamicos (Steinmeyery Kalbhen, 1920)

No obstante, la respuesta inflamatoria se va extendiendo gradualmente por
una serie de mediadores quimicos que actuan conjunta o secuencialmente
Sin embargo, esta reaccidon en cadena puede hacer gue la respuesta
inflamatoria sea potencialmente perjudicial, aumentando la intensidad e
impacto de la lesidén (Cruse et al ,1996)

1.3. LESION SECUNDARIA

Es importante mencionar que la lesidn inicial es sélo el principio del
problema, ya que las reacciones inmediatas al chogue medular producen vy
liberan sustancias quimicas, que propician una segunda onda de
mecanismos lesivos en los minutos, horas y dias subsecuentes, aumentando
la dimensién de la lesion y por lo tanto, originando mayor disfuncidon (Faden y
Simon,1988) Esta lesion secundaria, tiende a extenderse longitudinalmente a
través de la sustancia gris antes de involucrar a la sustancia blanca;
eventualmente la destruccidon puede alcanzar varios segmentos por arriba y
por debajo de |a lesidn criginal (Tator,1996)

La hipoperfusion de células y tejidos que se suscita por la lesidn a los
vasos sanguineos llega a estados muy criticos en esta segunda etapa,
debido a |la disminucidn en el volumen de sangre o en el gasto cardiaco
Cuando disminuye la presidn de perfusidn por debajo del nivel critico se
produce una isquemia tisular cada vez mayor, que es seguida por la
disminucion progresiva del flujo sanguineo (Atkinson y Atkinson,1986)

Los valores del flujo sanguineo inicialmente permanecen en un intervalo
normal, pero alcanzan un nivel critico entre una y tres horas después de la
lesion En la sustancia blanca el nivel critico se alcanza mas tardiamente
Muchos estudios (Hong et al ,1994) indican que inmediatamente después de la
LTME hay un incremento transitorio de la presién sanguinea en el sitio del
dafno, posteriormente se presenta un periodo prolongado de hipotension
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sistémica debido a la disminucidn de la actividad simpatica y predominio de la
actividad parasimpatica (Cruse et al ,1996). Finalmente la isquemia provoca
otros mecanismos de lesion y muerte celular como la desregulacion idnica, la
excitotoxicidad por glutamato y aspartato, y la neurotoxicidad por radicales
libres y peroxidacién de lipidos (Tator, 1996)

DESREGULACION IONICA

Después del trauma inicial, células neuronales y astrocitos son dafados y
liberan grandes cantidades de giutamato  Los altos niveles de este
neurotransmisor sobreexcitan a las neuronas vecinas, induciendo Ia
incorporaciéon de grandes cantidades de iones que posteriormente
provocaran una serie de eventos destructivos en dichas células, incluyendo la
produccion de radicales libres Las células de la sustancia gris y muchos
axones de la sustancia blanca pierden el control intracelular de la regulacién
idnica y osmaética Debido a esto hay un intenso movimiento iénico que esta
determinado por los gradientes de concentracién y de carga Entre otras
alteraciones a nivel intracelular, ocurre un incremento de los iones sodio
(Na*) y calcio (Ca #*), con una disminucién concominante de los iones potasio
(K"} y magnesio (Mg *) La alteracién del gradiente idnico impide la
conduccién de impulsos nerviosos (Hogan,1986; Anderson,1992)

EXCITOTOXICIDAD

En el dafio neuronal secundario participan aminoacidos excitatorios como
el glutamato y el aspartato, [os cuales estan aumentados dependiendo de la
intensidad de! dafio. Dichos aminoacidos, en condiciones normales, se
encuentran almacenados en las neuronas para ser utilizados como
neurotransmisores Sin embargo, después del trauma se liberan en grandes
cantidades como resultado de la lesién directa de la membrana celular que
los contiene y pueden llegar a ser neurotdxicos Los aminodcidos libres
producen una extensa excitacion de las neuronas viables y pueden dar lugar
a la muerte celular (Hoitz y Gerdin,1991) ESQUEMA 3

NEUROTOXICIDAD POR RADICALES LIBRES
Y PEROXIDACION DE LIPIDOS

Después de una LTME se producen abundantes radicales libres como
anion superdxido y el radical hidroxilo (peroxido de hidrégeno como inductor)
Estos radicales libres se originan en la cascada respiratoria mitocondrial, en
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la auto-oxidacion de catecolaminas y [a invasion de leucocitos
polimorfonucleares a la ME, principalmente a la sustancia gris Los radicales
libres son muy reactivos y conducen a la destruccién de la membrana celular,
por activacion de la fosfolipasa (Hall y Braughler,1989; Demepoulos et al,
1980).En el siguiente esquema, se representa la estructura de una sinapsis
axo-dendritica. El axén, que es la fibra presinaptica, posee en su extremo
terminal una zona hinchada que carece de microtubulos; esta terminacion se
caracteriza por la presencia de mitocondrias y de numerosas vesiculas
sinapticas que contienen el neurotransmisor. La dentrita, que es la fibra
postsinaptica estd separada de la fibra presinaptica por un espacio
intercelular que es la hendidura sinaptica. En este espacio los
neurotrasmisores se unen a sus receptores, que son proteinas integrales de
la membrana postsinaptica.
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ESQUEMA 3 La llegada del estimulo nervioso a la terminacién del axon,
provoca la descarga por exocitosis del contenido de las vesiculas sinapticas,
donde se encuentran almacenados los aminoécidos glutamato y aspartato.
En la LTME estos aminoacidos se liberan en grandes concentraciones,
produciendo fendmenos excitatorios que afectan la integridad de Ila
membrana y por consiguiente, la sinapsis quimica. (Tomado de Connors,
Neurociencia Ed Masson 1998)
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1.4. MODELOS EXPERIMENTALES DE LESION MEDULAR

Varios modelos experimentales de lesion medular, se han desarrollado
para simular los eventos que se presentan después de un trauma de médula
espinal (Faden,1992) Dichos modelos permiten trabajar con lesiones de ME
bajo condiciones controladas y dan la posibilidad de probar diferentes
tratamientos. Algunos de estos modelos son: lesidn tipo  contusion-
compresion, corte limpio con cuchillo y lesion tipo laceracion Cada modelo
tiene muchas variantes y en la literatura existen abundantes reportes en
cuanto a la técnica, objetivos, ventajas y desventajas (Gopal,1989)

La lesion experimental de tipo contusién-compresién, se considera el
modefo de lesion medular que mas fielmente reproduce las alteraciones
sistémicas y fisiopatoldgicas que se llevan a cabo, como consecuencia de la
lesion de ME en humanos (Faden,1992) Esta técnica fue desarrollada por
Allen A, 1911, con el objeto de inducir una lesion de ME de una manera
cuantitativa.

En este modelo se supone que la fuerza del impacto y la intensidad del
trauma son directamente proporcionales. De esta manera, se puede
cuantificar el valor umbral del impacto, es decir, la fuerza con que se produce
la lesion y el darfio o alteracién ocasionados

Una vez producida la lesion en et modelo experimental de contusion, los
efectos de la lesidn primaria se distribuyen con base en un gradiente, que va
desde la superficie de la ME hasta el interior de la misma De igual forma, se
llevan a cabo, los cambios patoldgicos de la lesion secundaria, como
sangrado e inflamacién, suspensidn de la circulacién arterial y falta de
oxigeno

La variabilidad en la naturaleza y la simetria del impacto, son factores que
pueden limitar el andlisis, e interpretacién de resultados entre un animal y
otro Sin embargo, a pesar de esta variabilidad, el modelo experimental de
contusion, sigue siendo un método de lesidn directo y accesible, que ha
contribuido a esclarecer, la evolucién de algunos mecanismos secundarios
autodestructivos (Gopal,1989)
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1.5 MONOGRAFIA DEL DICLOFENAC SODICO

HISTORIA

En 1952 se introdujo /a fenilbutazona, como el primer agente anti-
inflamatorio no esteroidal posterior al &cido salicilico Una decada més tarde,
se colocaron en el mercado diversos compuestos competitivos tales como el
acido mefenamico, ibuprofeno e indometacina Fue en ese tiempo, que el
Departamento de Investigacién Quimica de la Division Farmacéutica de
CIBA-GEIGY, decidid desarrollar un nueve agente antiinflamatorio que
tuviera una alta actividad y una tolerabilidad aceptable (Sallmann,1986)

En primera instancia, se tomaron en cuenta las propiedades fisicoguimicas
conocidas de los otros compuestos. La fenilbutazona, el acido mefenamico, e
indometacina, tenfan tres caracteristicas en comun: 1) son acidos débiles,
con constantes de acidez entre 4 y 5 2) tienen dos anillos aromaticos, que
estdn girados unc en relacién al ofro 3) tienen un cierto grado de
liposolubilidad similar, que se refleja en sus coeficientes de reparto entre n-
octanol y solucion amortiguadora CUADRO 2

CUADRO 2. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y ESTEREQESPECIFICAS
DE TRES AGENTES ANTIINFLAMATORIOS

COMPUESTO CONSTANTE COEFICIENTE DE ANILLOS
ACIDA REPARTO * AROMATICOS
GIRADOQOS
Fenilbutazona 48 50 +
Acido mefenamico 4.2 11.1 +
Indometacina 4.2 10.1 +

* n-Octanol/ sol buffer, pH7 4

Posteriormente se propusieran modelos hipotéticos de receptores, para el
acido mefenamico, e indometacina, en donde se apreciaba que los anillos
también soportaban las interaciones especificas con el receptor (Gund vy
Shen,1977) Modelaron estructuras tridimensionales de algunos acidos
antiinflamatorios y encontraron caracteristicas espaciales comunes Estos
autores propusieron un modelo del sitio del receptor para este tipo de
compuestos, en donde el acido araquidénico, podria inclusc acomodarse en
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la conformacion que explica la conversion esterecespecifica del acido en los
endoperoxidos cicliclos ESQUEMA 4.

i
I~

A = Sitio cationico ACIDO ARAQUIDONICO
B = Superficie hidrofébica
C = Espacio hidrofébico

ESQUEMA 4. Modelo hipotético, sitio del receptor de la ciclooxigenasa

Finalmente con estas aportaciones se propuso que un agente anti-
inflamatorio efectivo, debe tener las caracteristicas siguientes: una constante
de acidez entre 4 y 5, un coeficiente de reparto (n-octanol/soluciéon
amortiguadora, pH 7 .4) de aproximadamente 10 que facilite su absorcion a
través de las membranas bioldgicas, y dos anillos aromaticos, girados uno en
relacion al otro El resultado fue el diclofenac, la sal sédica o potasica del
acido o-[(2,6-dicloro-fenil}aminolfenil acético, el primero de una serie de
derivados del acido fenilacético que se desarrollaron como agentes
antiinflamatorios. Tiene una constante de acidez de 4.0 y un coeficiente de
particidon de 134. Sus elementos estructuraies incluyen un grupoc éacido
fenilacetico, un grupo amino secundario y un anillo fenilo con dos atomos de
cloro en posicion orto, el cual causa una maxima torsion en el anillo, los
resultados experimentales y clinicos que se han obtenido indican que el
diclofenac sédico fue sintetizado con principios bien fundamentados vy
especificos, es un anti-inflamatorio no-esteroidal (AINE) que comparte las
propiedades de los miembros de éste grupo; antiiflamatorio, analgésico y
antipirético. (Davies y Anderson 1997)
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Este compuesto se utiliza ampliamente en la clinica para el alivio del dolor
Se ha demostrado su eficacia para aliviar el dolor inflamatorio después de la
cirugia dental, la dismenorrea, el dolor lumbar, el dolor de cabeza y dolor
postoperatorio en general (Todd y Sorkin,1988; Davies y Anderson,1997) Los
efectos del diclofenac también se han observado en modelos de dolor e
inflamacion aguda y crénica en animales El diclofenac es mas potente que la
fenilbutazona, la aspirina, el ibuprofeno, la indometacina y el naproxeno,
comparable al ketorofac y al piroxicam En general, su eficacia clinica es
similar a la de todos los AINEs y menor que la de los analgésicos opioides
(Insel,1996)

PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

« NOMBRES QUIMICOS:

< Sal monosddica del acido 2-[(2,6-Diclorofenil)amino] bencen-
acético

% Sal sddica del &cido [0-(2,6-Dicloroanilinojfenil] acético

< Acetato de sodio[0-[(2,6-diclorofenilyamino] fenil]

« NOMBRE GENERICO: Diclofenaco

+ NOMBRES COMERCIALES MAS COMUNES:
Voltaren, Voltarol, Voldal, Voveran, Orthophen

¢ FORMULA CONDENSADA: CisHip OzN ClzNa [15307-79-8]
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e ESTRUCTURA QUIMICA:

'
NaoCCH, ¢l
e

PESO MOLECULAR: 31813  PUNTO DE FUSION: 283- 285° C

s« APARIENCIA, COLOR, OLOR: Polvo cristalino blanco o casi bianco,
inodoro, ligeramente higroscépico. contiene no menos del 99.0 % y no
mas del 101.1% de C14 H1s CloNNaO; , calculado como base seca

« SOLUBILIDAD:

El diclofenac sédico es un acido débil, su grado de ionizacion estad dado
por el valor de su pKa (4.0} en agua, y el pH de Ia solucion. Su coeficiente
de particién en n-octanol-buffer de fosfatos a pH (7.4) es de 13.4 Es poco
soluble en un medio acido, similar al fluido gastrico [0 003 mg mi™] v
altamente soluble en un medio basico, similar al fluido intestinal [13 mg
ml™'] CUADRO 3

CUADRO 3. Solubilidad del diclofenac sédico, en diferentes solventes a
temperatura ambiente. Datos tormados (Klaus ,1990)

SOLVENTE SOLUBILIDAD*
{mag/ml)
METANOL > 24
ACETONA 6
ACETONITRILO <1
CICLOHEXANO <1 |
pH 1.1 (HCL) <1
pH 7.2 BUFFER DE FOSFATOS 6 ]
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b)

PRUEBAS DE IDENTIFICACION:

Difraccion de Rayos X. El andlisis estructural del diclofenac sédico
muestra dos anillos aromaticos que estan girados uno con respecto al
otro, el angulo de torsién es de 69 ° C y el enlace de hidrdgeno es de §
=2 x 10" nm Los dos atomos de cloro substituidos en el fenilo son
responsables de la maxima torsion del anillo El arreglo estérico de los
anillos aromaticos facilita la interaccién con el receptor ESQUEMA 5

H,

%

n{i

E

ESQUEMA 5. Estructura de la molécula de diclofenac, de acuerdo con el
andlisis de R-X

El espectro de absorcién ultravioleta en dos solventes, metanol y
solucion amortiguadora de fosfatos a un pH 7.2, presenta una
absorcion caracteristica de los compuestos aromaticos Las longitudes
de onda para la maxima absorcién, en los dos solventes fue de 283 y
276 nm. (Klaus, 1990)

ESTABILIDAD:

Las tabletas de diclofenac sbédico con recubrimiento de
hidroxipropilcelulosa, son estables a 30°C vy con un 80% de humedad
relativa, durante un mes La formulacion en supositorios también se
ha analizado, por cromatografia de capa fina y espectroscopia en
ultravioleta, la formulacion fue estable por 24 meses a temperatura de
almacén (Landsdorp et al 1990} La estabilidad en fluidos biologicos
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(plasma) se ha evaluado previamente, y se ha demostrado gue el
diclofenac sddico, es estable en esta matriz, puede ser congelado
hasta 1 mes a (- 40 °C) sin que se presente degradacion (Shield,1998).

151 FARMACODINAMIA

+ MECANISMOS DE ACCION DEL DICLOFENAC

La base fisiolégica del efecto terapéutico del diclofenac, es su capacidad
para inhibir la biosintesis de prostaglandinas El diclofenac sddico, al igual gue
otros antiinflamatorios no esteroidales actua especificamente sobre una
enzima bifuncional llamada ciclooxigenasa (COX), la que es responsable de
iniciar y limitar la velocidad de conversidén del acido araguiddnico a
prostaglandina G (PGG) v su subsecuente conversion en otros prostanoides
Las prostaglandinas son mediadores de los estados de hiperaigesia vy
nocicepcidn subsecuentes a la inflamacion (Ku et al ,1986) ESQUEMA 6

Actualmente se sabe que existen dos isoenzimas de la COX, la COX-1 y la
COX-2 La COX-1 es una enzima constitutiva, presente en endotelio,
estdmago, riflones, etc De manera general se supone que la COX-1 produce
prostaglandinas (PGs) importantes para la regulacion fisioldgica en condiciones
normales La COX-2 es una enzima inducible por citocinas proinflamatorias in
vitro o durante el proceso inflamatorio in vivo (Fenner ,1997). Esto ha motivado a
proponer que los efectos adversos de los AINEs se correlacionan con su
capacidad para inhibir la COX-1, mientras que los efectos terapéuticos de estos
agentes se deben a la inhibicidén de la COX-2 (Mitchell et al ,1990) Actualmente
existen evidencias de que la COX-1 también participa de manera importante en
el proceso inflamatorio, mientras que la COX-2 se localiza de manera
constitutiva en el sistema nervioso central El andlisis de la inhibicidn diferencial
de fa COX ha revelado que muchos AINEs inhiben no selectivamente ambas
enzimas El diclofenac produce analgesia a nivel periférico y central El efecto
analgésico de este farmaco es debido a la inhibicidn periférica y espinal de la
sintesis de PGs y de fa activacién de la via L-arginina-oxido nitrico-GMPc a
nivel periférico La activacién de la via descendente inhibitoria serotonérgica
participa de manera importante en |la analgesia central producida por el
diclofenac Parece poco probable que la estimulacién de la liberacién de
péptidos opioides enddgenos tenga una participacion relevante en el efecto
analgésico del diclofenac (Fenner,1997)
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« INHIBICION DEL METABOLISMO DEL ACIDO ARAQUIDONICO

INHIBICION DE LA COX

Como otros AINEs, el diclofenac tiene la propiedad de inhibir la sintesis de
prostaglandinas (PGs) tanto in vitro como in vivo (Ku et al ,1986) El diclofenac
inhibe a la COX. La actividad inhibitoria del diclofenac sobre la enzima es
competitiva y reversible. El diclofenac exhibe una selectividad ligeramente
mayor por la COX-2 que por la COX-1 (Clsp: 0.075 uM por la COX-1y 0038
MM por la COX-2). Es poco probable que esta ligera diferencia en
selectividad tenga algun impacto en el mejoramiento del perfil de toxicidad de
diclofenac, ya que cuando la COX-2 estd inhibida un 80%, la COX-1 esta
inhibida aproximadamente un 70% . Por lo tanto, la falta de especificidad
para bloquear selectivamente la COX, puede explicar su toxicidad
gastrointestinal. Sin embargo, también puede explicar su eficacia analgésica
y antiiflamatoria, dado que la COX-1 también participa en el proceso
inflamatorio (Warner et al ,1999).

FOSFOLIFIDOS DE 1A

MEMBRANA
FOSFOLIPASA AL ~— % i

1 IPOXIGENASA
ACTDO ARAQUIDONICO » TEUCOTRIENDS
CICLO OXICENASA oo
1= CONSITIUTIVA
2= INDUCIBLE
PGG2
PROSTACICLINA¢—— PGH2 o rROMBOXAND
e
peoz 7 T *
2 PCE PGF2

ESQUEMA 6. Sintesis de prostaglandinas a partir del acido araquidonico, que
puede ser inhibida por uno o dos formas de la ciclooxigenasa: COX-1, una enzima
constitutiva, o COX-2, una forma inducible Los AINES, pueden inhibir tanto a la
COX-1y COX-2 (Larry y Moreland,1999)
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152 FARMACOCINETICA

El diclofenac se puede administrar por la via oral (p.0.), intravenosa,
intramuscular, rectal y tépica Esté farmaco se presenta, en una gran
variedad de formas farmacéuticas; ya sea en suspensién, capsulas , tabletas,
supositorios, geles, inyectables y soluciones oftalmicas (Gonzélez PE et
al.,1998).

El diclofenac se absorbe con rapidez y por completo después de la
administracion oral En tabletas de 50 mg con capa entérica se alcanzan
concentraciones plasmaticas maximas entre 1 a 1 5 horas (De Bernardi et
al.,1993) La absorcion sistémica del diclofenac es proporcicnal a la dosis al
menos en el rango de 1 - 10 mg/kg de peso en la rata y en el rango de 25 -
150 mg en el humano (Davis y Anderson,1997) En una formulacion de
liberacion inmediata probada en ratén, la concentracion plasmatica maxima
se alcanzo en un intervalo de 15 min. (Bandarage et al ,2000) Su ingestién con
los alimentos disminuye la velocidad de absorcion, pero no influye en la
cantidad absorbida de sustancia activa. Hay un sustancial efecto de primer
paso, de modo que séio alrededor del 50% del diclofenac esta disponible en
forma sistémica La administracidn oral se recomienda para la terapia
antiinflamatoria crénica (Kurowski M ,1988)

« ABSORCION POR VIA INTRAMUSCULAR (SOL INYECTABLE)

Después de la administracion im, de 75 mg de diclofenac a pacientes,
comienza de forma inmediata la absorcidon y, una vez transcurrides 20-30
minutos, se alcanza un pico en las concentracicnes plasmaticas de
aproximadamente 25 mg/ml La administracion i m de diclofenac sdédico
proporciona una rapida absorcion, apropiada para los tratamientos
analgésicos agudos. (Kurowski, 1988) Después de su completa absorcion, se
distribuye ampliamente, encontrandose las mayores concentraciones en el
higado y el rifién

Cuando se administran 75 mg de diclofenac como infusién intravencsa
durante mas de dos horas las concentraciones plasmaticas maximas son de
aproximadamente 19  ug/ml Infusiones mas breves provocan
concentraciones maximas mas altas, mientras que las infusiones mas
prolongadas alcanzan después de 3 a 4 horas concentraciones maximas
estables proporcicnales a la velocidad de infusidn

En cambic tras la inyeccidn intramuscular, las concentraciones
piasmaticas declinan rapidamente después de haber alcanzado el pico
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El area bajo la curva de la concentracion (ABC) tras la administracion
intramuscular equivale aproximadamente al doble de la que se obtiene al
administrarse la misma dosis por via oral o rectal, ya que la substancia activa
se metaboliza casi al 50% en su paso por el higado por estas vias

El comportamiento farmacocinético permanece inalfterado tras la
administracion repetida No se produce acumulacion si se mantienen los
intervalos posoldgicos recomendados (Todd y Sorkin, 1988)

» DISTRIBUCION

El diclofenac tiene un volumen de distribucion relativamente bajo Este bajo
volumen de distribucion indica que el farmaco esta confinado al plasma y por lo
tanto no cruza facilmente la barrera hematoencefalica Las concentraciones de
diclofenac en liquido cefalorraguidec son ~ 8% de las observadas en plasma
(Davies NM y Anderson K,1997) Dado que sé requieren concentraciones
mucho menores a nivel central que sistémico, es posible que esas
concentraciones sean suficientes para bloguear |a sintesis de prostaglandinas y
por lo tanto actuar como antipirético. De hecho hay evidencia de que el efecto
analgésico del diclofenac parece involucrar también un componente
supraespinal (O'Neilt y Lemis, 1989)

El farmaco se une en forma extensa a las proteinas plasmaticas (99 7%),
principalmente a la albumina (99 4%), su vida media plasmatica es de 1 a2
horas El volumen aparente de distribucion calculado es de 012 a 0 17 Ivkg

El diclofenac se acumula en el liquido sinovial después de la
administracién oral, donde las concentraciones maximas se miden de 2 a 4
horas despues de haberse alcanzado los valores plasmaticos maximos La
vida media aparente para la eliminacion desde el liquido sinovial esde 3 a 6
horas. Dos horas después de alcanzarse l0s niveles plasmaticos maximos,
las concentraciones de substancia activa en el liquido sinovial son ya mas
altas que en el plasma y siguen siendo superiores hasta las12 horas Lo cual
puede explicar la duracion del efecto terapéutico en la artritis, que es mucho
mayor que la vida media plasmatica (Elmquist et al, 1994)

e BIOTRANSFORMACION

lLa Dbiotransformacion del diclofenac se efectua en parte por
glucuronidacién de la mofécula, intacta, pero ante todo por hidroxilacién
simple, multiple y metoxilacién que producen varios metabolitos fendlicos (3'-
hidroxi,4’-hidroxi,5'-hidroxi, 4',5-dihidroxi- y 3 -hidroxi-4'-metoxi-diclofenac), la
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mayoria convertidos en conjugados glucurdnicos, por la enzima hepética
citocromo P450 subfamilia (CYP) 2C9. Dos de estos metabolitos fendlicos
son bioldgicamente activos, aungue en mucho menor grado gue el diclofenac
(Shimamoto et al., 2000)

Sin embargo, se ha reportado (Lill et al., 2000} que |a hepatitis no altera la
farmacocinética del diclofenac. En un estudio clinico, realizado con
voluntarios sanos y pacientes con dafic hepatico crénico, se encontré gue los
valores del ABC para el diclofenac y sus metabolitos no presentaron
diferencias significativas entre los pacientes con hepatitis y los voluntarios

METABOLITOS DEL DICLOFENAC

i
NaOCCH, Cl Ra
OO
Cl

Nombre Férmula Metabolito | R4 R R,
4'-Hidroxidiclofenac 4°-QH-D | OH H H
5 -Hidroxidiclofenac 5-OH-D il H H OH
4’ 5-dihidroxidiclofenac | 47,5-OH-D i OH H OH
3’--Hidro;<idiclofenac 3-OH-D v H CH H

Los metabolitos del diclofenac han sido identificados en la orina del hombre
como conjugados. 3'-, 4 -, y 5 -Hidroxidiclofenac (3 -, 4'-, y 5 -OH-D) y 4’,5-
dihydroxidiclofenac (4°,5-OH-D) se han cuantificado en un porcentaje menor
del 5%, 20-30 %, 5-10 % y 5-10% respectivamente, de la dosis administrada
El Metabolito | El 4-hidroxidiclofenac es el principal metapolito en el hombre.
Los metabolitos | y IV inhiben la sintesis de prostaglandinas pero con una
potencia 30 veces menor que el diclofenac sddico Los efectos de los
metabolitos 1l y Il son producidos solamente en dosis altas y no son
relevantes.
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»  ELIMINACION

Alrededor del 80% de |la dosis administrada se excreta en la orina en forma
del conjugado glucurdnido de la molécula intacta y como metabolitos,
también en su mayor parte en conjugados glucurénidos Menos del 1% se
excreta como substancia inalterada E! resto de la dosis se elimina como
metabolitos por la bilis y en las heces

La vida media de eliminacion es de 1 a 15 horas, la vida media de
excrecion urinaria en pacientes con insuficiencia renal moderada, es la
misma gue en pacientes con funcion renal normal (1 a 1 9 horas), pero se
prolonga en pacientes con insuficiencia renal severa (Landsdorp et ai ,1990)

La depuracién sistémica total del diclofenac en plasma es 263+ 56ml/min
(valor medio + DE) Cuatro de los metabolitos, inclusive los dos activos,
tienen vidas medias breves en plasma, de 1 a 3 horas Un metabolito, el 3'-
hidroxi-4’-metoxi-diclofenac tiene una vida media plasmatica mucho mas
prolongada Sin embargo este metabolito es virtualmente inactivo

e« FACTORES FISIOLOGICOS QUE INFLUYEN EN LA FARMACOCINETICA

No se han registrado diferencias relevantes tras la administracion oral en
la absorcidn, el metabolismo y la excrecion, debidas a la edad del paciente
Sin embargo, en algunos sujetos de edad avanzada una infusién intravenosa
de 15 minutos de duracién produjo concentraciones plasmaticas superiores
en un 50% a las esperadas en comparacion con los datos de sujetos jovenes
sanos.

En los enfermos con funcion renal limitada no se puede inferir una
acumulacion de substancia activa inalterada a partir de la cinética de dosis
unica cuando se aplica el esguema posoldgico normal Cuando la depuracion
de creatinina es menor de 10ml/min, los niveles plasmaticos de los
hidroximetabolitos en el estado estacionario son unas cuatro veces mayor
gue en los sujetos sancs No obstante, estos metabolitos se excretan
finalmente por la bilis

La cinética y el metabolismo del diclofenac en pacientes con hepatitis
crénica o cirrosis sin descompensacién discurren igual que en pacientes con
higado sano (Lill et al, 2000}
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USOS TERAPEUTICOS

El diclofenac sddico se utiliza para el tratamiento sintomatico de largo
plazo de artritis reumatoide, osteoartritis y espondilitis anquilosante Tambien
es util en el tratamiento a corto plazo del dolor musculo-esquelético, dolor
postoperatorio, cefalea y dismenorrea El diclofenac también se ha utilizado
en dolor postoperatorio en nifos

TOXICIDAD

El diclofenac produce efectos adversos en aproximadamente 20% de los
pacientes que toman este farmaco, siendo |os efectos gastrointestinaies los
mas comunes. Se ha observado sangrado y uiceracién o perforacién de la
pared intestinal después de usar diclofenac También se han observado
elevaciones reversibles en las aminotransferasas En un porcentaje menor se
han observado casos de reacciones alérgicas, ronchas en la piel, efectos en
el sistema nervioso central, retencion de liquidos, edema y raramente afecta
fa funcién renal. La toxicidad de los AINEs parece deberse a su
inespecificidad sobre la ciclooxigenasa inducible (COX-2) y constitutiva
(COX-1) EIl diclofenac se ha ascciado con misoprostol, un analoge de la
prostaglandina E: para tratar de reducir su toxicidad En combinacién con
misoprostol, el diclofenac mantiene su eficacia analgésica y reduce la
incidencia de efectos adversos (Shield, 1998)
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II.  JUSTIFICACION

La fisiopatologia de la lesion medular provoca alteraciones, que afectan
los mecanismos de absorcién, distribucidn, metabolismo y eliminacién de
farmacos. La importancia clinica de este hecho, es que desde el choque
medular, hasta la etapa crénica de la lesion, a los pacientes lesionados se les
dosifican diversos medicamentos, algunos de estos con un estrecho margen
terapéutico.

De esta manera, se vuelve necesario caracterizar la farmacocinética de
medicamentos en modelos experimentales que permitan caracterizar los
eventos que se presentan a consecuencia del trauma medular El empleo
efectivo y seguro de estos farmacos puede coadyuvar al procesc de
rehabilitacion asi como a disminuir la morbilidad y mortalidad de estos
pacientes

L. HIPOTESIS

La biodisponibilidad del diclofenac soédico  administrado por  via
intramuscular en ratas paraplégjicas, se vera disminuida cuando la dosis se
administre en los musculos paralizados por el trauma medular, debido al
deterioro del flujo sanguineo en la fase cronica de la lesidén y a la alteracion
en los mecanismos cinéticos de absorcién y distribucidon de farmacos
administrados por esta via
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IV. OBJETIVO GENERAL

Evaluar las alteraciones farmacocinéticas del diclofenac sodico
administrado por via intramuscular en la fase crénica de la
L TME en ratas hembra Sprague - Dawley.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Realizar un estudio farmacocinético en ratas hembra de la
cepa Sprague-Dawley con LTME a nivel de la vértebra toracica
T8 en fase crénica, administrando el DCF en el muslo de la
pata trasera, inferior al nivel de lesion.

* Realizar un estudio farmacocinético en ratas hembra de la
cepa Sprague-Dawley con LTME a nivel de la vértebra
toracica T8 en fase cronica, administrando el DCF en el
biceps, superior al nivel de lesion
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V. METODOLOGIA

La metodologia empleada en este estudio fue realizada en tres paries: 1)
la primera parte, consiste en la determinacién de las condiciones del metodo
analitico para la determinacion de diclofenac sodico en sangre de rata 2) la
segunda parte, consiste en la validacion del método cromatografico para la
determinacion de diclofenac sddico en sangre de rata. 3) la tercera parte,
consiste en el estudio de las alteraciones farmacocinéticas del diclofenac
administrado por via intramuscular, en la fase crénica de la lesién traumatica
de la médula espinal,

5.1, METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE
DICLOFENAC SODICO EN SANGRE DE RATA

5.1 1. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS
+ Bomba Waters 510
¢ |nyector Rheodyne 7725, Asa: 20 yl _
¢ Detector electroquimico BAS LC-4B ,1.100 V | e
» Procesamiento de datos sofware MILLENIUM v 315

o Columna Novapak C18; de 150 x 3 9 mm (D |) y 4um de tamafio de
particula

» Fase movil: Acetonitrilo/ Sol. acetato de Na (0 08M) 41:59, pH: 3 4
{Ajustado con Ac. acético glacial) Flujo: 1.8 ml/min

e Temperatura: ambiente (25° C) Tiempo de corrida: 5 min.

51 2. REACTIVOS Y ESTANDARES
» Acetonitrilo grado HPLC (Merck)
s Agua desionizada Milli Q System
s Acetato de sodio anhidro R A (J T. Baker)
* Ac. acético glacial R. A (Merck)
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¢ Diclofenac sédico R A (Ciba-Geigy)
» Naproxen sédico (estandar interno, Syntex S A)

51 3 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES

SOLUCION A DICLOFENAC SODICO [1 0 mg/mi]

Pesar 10 mg del estandar de referencia y transferir a un matraz volumétrico
de 10 ml. Disolver y aforar con una solucién de agua desionizada-
acetonitrilo (80:20).

SOLUCION B DICLOFENAC SODICO [100 pg/ml]

Tomar una alicuota de 1 mi, de la soluciébn A y transferir a un matraz
volumétrico de 10 ml Aforar con una solucidn de agua desionizada-
acetonitrilo (80:20)

SOLUCION C NAPROXEN SODICO [1.0 mg/mi]

Pesar 10 mg del estandar interno de referencia, y transferir a un matraz
volumetrico de 10 ml Disolver y aforar con una solucidon de agua
desionizada- acetonitrilo (80:20)

SOLUCION D NAPROXEN SODICO [25 pg/mi]

Tomar una alicuota de 250 pl, de la solucién D y transferir a un matraz
volumétrico de 10 mt. Aforar con una solucién de agua desionizada-
acetonitrilo (80:20)

514 PREPARACION DE LA CURVA PATRON DE
DICLOFENAC

A partir de la solucidn B, se hicieron las diluciones necesarias para obtener
las concentraciones de la curva de calibracidén En la Tabla 1, se presenta
en la primera columna, las concentraciones de |la curva patrén de diclofenac
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en sangre y los puntos control En la segunda columna, se indican las
alfcuotas de la solucidén B, correspondientes a cada punto

TABLA 1 PREPARACION DE LA CURVA PATRON DE DICLOFENAC SODICO
EN SANGRE TOTAL.

CONCENTRACION ALICUOTA VOLUMEN FINAL
{Hg/mi} SOL.PATRON AFORO SOL.

SOL. DFC B [100 pg/ml] H,0 /ACE (80:20)
C,=05 _ - 50 ul 10 ml
PC,=0.8 60 pl 10 ml
Cz=1 100 pl 10 ml
Ca=2 200 10 mi
Cs=5 500 pt 10 mi
PC.,=6 600 pl 10 ml
Cs=10 1 ml 10 ml
Ceg=20 2ml 10 ml
PCas= 30 3ml 10 m}
Cy= 40 : 4 ml 10 mi

515 PROCEDIMIENTO PARA CUANTIFICAR DICLOFENAC
SODICO EN SANGRE DE RATA

Las muestras biologicas se procesaron de la siguiente manera: A 100 ul
de sangre dé rata se le anfadieron 20 ul de estandar internc a una
concentracion de [25 pg/m!] + 500 I de acetonitrilo y se agité 1 minuto en
vortex Posteriormente la muestra se centrifugo a 10,000 rom durante10
minutos Después de centrifugar se separaron 200 pl del sobrenadante y se
inyectaron 60 ul al cromatégrafo En el ESQUEMA 7 se indica este
procedimiento.

30



TRATAMIENTO DE | AMUESTRA & =
100 yl de sangre dz rata

)

Agregar 20 pl de Naproxen a una
concentracian de [25 poiml]

'

Agregar 500ul de Acetonitrilo

T

Agitar 1 minuto en Vortex
Centrifugar 10 minutos a 10,000 rorm

!

Separar 200yl del sobrenadante

’

Analisis crom atografico

ESQUEMA 7 . TRATAMIENTO DE LA MUESTRA
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52 VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA
CUANTIFICACION DE DICLOFENAC SODICO EN
SANGRE DE RATA

521 SELECTIVIDAD

Este parametro se determind evaluando la no interferencia de los
componentes de la sangre en la cuantificacion del diclofenac soédico y el
estandar interno naproxen sédico

Para determinar la selectividad del método, se analizaron blancos de una
mezcla de sangre de 3 ratas Sprague-Dawley hembras, que se encontraban
bajo condiciones controladas (régimen alimenticio y sin medicacién), y se
verificd que no existieran picos debidos a substancias enddgenas que
interfirieran con las sefiales de interés. Se frabajo por triplicado: muestras
blanco, -y muestras de sangre conteniendo los estandares de diclofenac y
naproxen.

522 LINEALIDAD DEL SISTEMA

A fin de determinar la linealidad del sistema se prepararon tres curvas de
calibracion de diclofenac (DCF), en una solucion H;0: Acetonitrilo (80:20) En
el intervalo de concentraciones de 05 a 40 ug/ml. Se gréfico la relacion de
alturas (DCF/E 1) con respecto a la concentracion de DCF, determinando el
coeficiente de variacion {CV < 1 5 %), coeficiente de correlacion (r = 0.99) y
el coeficiente de determinacion (r 22 0 98).

523 LINEALIDAD DEL METODO

La linealidad del método se determind preparando seis curvas patrén de
diclofenac en sangre de rata, en el intervalo de concentraciones de 0.5 a 40
ng/mi de acuerdo al procedimiento descrito (2.1 4) A cada curva se le realizd
un analisis por minimos cuadrados. Se grafico la relacion de alturas (DCF/E 1)
con respecto a [a concentracion de DCF, determinando coeficiente de
variacién (CV < 20 % para el punto mas bajo de la curva y CV < 15 % para
los demas puntos)

Observando que la funcion respuesta: alturas (DCF/E.l) y la concentracidon
del diclofenaco, en el intervalo de concentraciones de la curva, cumple con la
relacion y = mx + b Se obtuvo la pendiente (m), la ordenada al origen (b},
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coeficiente de correlacion (r = 099) y el coeficiente de determinacién (r ° =
0 98).

524 EXACTITUD Y PRECISION DEL METODO

PRECISION

La precision del método se determind anatizando la curva de calibracién
por triplicado durante dos dias para determinar la precisién interdia y por
triplicado en un solo dia para determinar la precisién intradia Determinando
que el coeficiente de variacion fuera; CV < 20 % para el punto mas bajo de la
curva y CV < 15 % para los demas puntos.

EXACTITUD

Este parametro se evalud como el porcentaje de recobro, la cual se realizd
comparando el promedio de tres curvas realizadas en un solo dia, y seis
curvas en dos dias De la respuesta alturas (DCF/E |) de cada concentracion
en sangre de rata, contra fa correspondiente en acetonitrilo (para semejar las
condiciones, en el tratamiento de la muestra 51 5) Determinandc que el
coeficiente de variacion fuera; CV < 20 % para el punto mas bajo de la curva
y CV <15 % para los demas puntos

*Estos  parémetros también se evaluaron considerando las
concentraciones de los puntos control contempladas dentro del rango de la
curva patrén: una cerca del limite de cuantificacion [0 6 ug/ml], una cerca del
centro [6 pg/ml], y otra cercana al limite superior de cuantificacion [30ug/mi]
Los puntos control se evaluaron en cada curva de calibracion Se analizaron
por duplicado durante tres dias {con tres curvas de calibracion) para
establecer la precisién inter andlisis y por sextuplicado en un dia para
establecer [a precision intra analisis empleando las concentraciones antes
mencionadas

El parametro de exactitud se evaludé como el porcentaje de recobre,
con las muestras empleadas para el analisis de precision
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525 LIMITE DE CUANTIFICACION (LDC)

El limite de cuantificacién (LDC) del método analitico, se fijo como la
concentracién mas baja de la curva de calibracién [05 ug/mi], dado que
cumplia con los criterios de precision y exactitud

526 LIMITE DE DETECCION (LDD)

El limite de deteccidén (LDD), se establecid en [0 1 pg/ml ] al comparar
visualmente la sefial del ruide, con la respuesta del analito

527 ESTABILIDAD

La estabilidad del diclofenaco se evaluo durante 1 mes Se prepararon
muestras de 100ul de sangre con los puntos control de la curva y se
mantuvieron en congelacion a una temperatura de -17 °C Las muestras se
analizaron por triplicado los dias 7, 14 y 28 respectivamente Con una curva
de calibracion preparada el dia del anélisis. Para evaluar la estabilidad del
DCF en las muestras de sangre, el promedio de cada concentracion (de las
muestras almacenadas) se comparo con la concentracidon tedrica inicial
Evaluando un CV < 15%

53 ESTUDIO FARMACOQCINETICO

531 MATERIAL BIOLOGICO
¢ Ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley de 7-8 semanas
con 240-260 gr de peso

532 EQUIPO
o Bioterio con temperatura y humedad controlada
¢ Cuarto de quirdéfano
o Cuarto de esterilizacion

* Unidad de cuidados intensivos para peguefas especies Schroer 1500
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o Microscopio e instrumental de microcirugia
« Material quirdrgico

¢ Instrumento estereotaxico

o Balanza analitica Sartorius 1800

o Agitador vortex Thermolyne 16700

+ Centrifuga Beckman J-21

533 DISENO EXPERIMENTAL

El estudio farmacocinético se realizé en las instalaciones del Centro de
Investigacion del Proyecto Camina AC Se formaron aleatoriamente 2
grupos de ratas hembra Sprague-Dawley De 7-8 semanas con 240-260 g
de peso Como se muestra en el ESQUEMA 8, cada grupo de ratas se
dividid a su vez para administrar ia dosis en los niveles inferior y superior al
sitio de lesion. 12 hr antes de iniciar la cinética, al grupo de animales
correspondiente, se les retird el alimento y se les dejé con agua Unicamente
Al inicio de |la farmacocinética se les pesd, se evaluo la pérdida de peso, se
canularon por a vena caudal de la cola, se tomo el blanco correspondiente
y se les administrd una dosis unica de diclofenac 10 mg/kg en soluciéon
fisioldgica
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GRUPO1 GRUPO 2
RATAS CON RATAS
LESION CONTROL
GRUPO 1A GRUPO 2 A
AD. INFERIOR AL AD INFERIOR AL
T NIVEL DE LESION — NIVEL DE LESION
GRUPO 1B GRUPO 2B
AD. SUPERIOR AL AD SUPERIOR AL
T NIVEL DE LESION ~—— NIVEL DE LESION

ESQUEMA 8. Disefio experimental. Grupo 1 Ratas con lesién medular a
nivel (T8) Grupo 2 Ratas control con laminectomia. Grupos A (1 y 2).
Administracién i.m en el muslo de la pata trasera de |a rata, inferior al sitio de
lesion. Grupos B (1 y 2). Administracion i.m en el biceps de la rata, superior
al sitio de lesion,

534 METODO DE ANESTESIA

Para los procedimientos de fesién medular y laminectomia, se aplico una
dosis intramuscular de una mezcla de clorhidrato de ketamina (75 mg/kg) y
xilazina (12.5 mg/kg).

535 METODO PARA LAMINECTOMIA 'Y
CONTUSION DE LA MEDULA ESPINAL

En el cuarto de quirdfano bajo el efecto de la anestesia, se delimitdé un
rectangulo a la altura de la vériebra toraxica T8 en el dorso de la rata.
Incluyendo el campo de trabajo una vértebra arriba y otra abajo del sitio de
lesidn Se rasurd y limpio perfectamente la zona ESQUEMA 9. Se practico
una incision en la piel {en la regién marcada anteriormente), seguida de una
diseccion de los musculos paravertebrales y de las apdfisis espinosas
Posteriormente, se separd el periostio de las laminas vertebrales y se

36



extirparon dos apofisis espinosas (T8 y T9) Con este campo de trabajo, se
extrajo la Iémina vertebral en los dos niveles T8 y T9, obteniendo una
visualizacién amplia de |la parcién dorsal de la meédula espinal

Este procedimiento se conoce como laminectomia (que es la exposicién
de la médula espinal) En esta técnica, se debe tener cuidado de que las
meninges permanezcan intactas, de lo contrario se estaria lesionando a |z
medula.

Una vez concluida la laminectomia, los animales programados para
lesidn, se colocaron en un equipo de estereotaxia La contusién de la
medula espinal se realizd con la técnica de Allen 1911, maedificada para
ratas (Garcia et al ,1995) Se dejo caer un cilindro de acerc inoxidable (con
peso de 15 g, con una punta roma de 1 7 mm de diametro y 1 ¢cm de largo)
a una altura de 9 cm a través de un tubo guia sobre la médula espinal La
intensidad de lesidn fue de 135 g/cm Se confirmd el sitio del impacto a
través de un microscopio quirurgico mediante la observacion de un
hematoma central a nivel de la zona de contusidén Finalmente la incision
quirurgica se suturd en dos planos: la fascia muscular y la piel con puntos
simples.
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METODO EXPERIMENTAL DE CONTUSION DE LA
MEDULA ESPINAL

TE.T8.TT"

YSYTTILLET]

LESICH PRELAR A
DIRECTA

LESION SECUNDAFRIA
EVENTOS BIGQUIMICCS
AUTODESTRUCTIVOS

ESQUEMA 9. Método experimental de contusién de la medula espinal A. Vista
lateral plano sagital en la rata B. Vista dorsal plano sagital en la rata. Ademas se
representa, el campo de trabajo en las vértebras toraxicas (T9, T8 y T7) C Una
vez realizada la laminectomia, se coloca y alinea el tubo guia, donde se deja caer
el cilindro La lesion primaria, es provocada directamente por el impacto que sufre
la médula espinal D. Los efectos de la lesidn primaria se distribuyen con base en
un gradiente, que va desde la superficie de la ME hasta el interior de la misma
La segunda onda de choque, la lesidon secundaria, se acompafa de multiples
eventos autodestructivos que siguen a i1a lesidn primaria y conducen a un grado
de necrosis maxima (Feringa,1988).
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536 CUIDADOS POST-OPERATORIOS

Posteriormente, cada rata se coloca en una jaula individual, con aserrin
esteril y se alimenta ad /ibitum Permanecen en la unidad de cuidados
intensivos, bajo observacion, a temperatura y humedad controlada 23°C y
80% respectivamente, durante 24 hrs Pasado el choque medular y el efecto
de la anestesia se les administra 100 pl de penicilina de 600 unidades por
via intravenosa para evitar cualquier infeccidn y se les traslada al bioterio
donde permanecen 35 dias hasta llegar al estadio crénico El intestino y la
vejiga se vacfan con presion manual dos veces por dia mientras se
recupera el automatismo La observacion y cuidados post-operatorios son
fundamentales en la supervivencia del animal

537 CRITERIOS DE INCLUSION

Se incluyeron todas las ratas lesionadas que al ser sometidas a
contusién medular se corroborara la presencia de un hematoma en la zona
central de la ME y que ademas, al recuperarse de |la anestesia, presentaran
paralisis flacida y completa por debajo del nivel de lesion (T8)

De los grupos control (ratas unicamente con laminectomia), se
incluyeron todas las ratas que presentaron una marcha normal al
recuperarse de la anestesia

538 SOLUCION FISIOLOGICA CON DICLOFENAC SODICO
PARA SU ADMINISTRACION POR VIA I M

Un dia antes de iniciar el estudio en una balanza analitica bajo las mismas
condiciones, se pesaron 10 estandares de diclofenac sodico entre 02 y 03
gr. Se etiquetaron en diferentes viales de 5ml El dia del estudio se tomaron
los estandares necesarios, se disolvieron en 2 mi de solucion fisiolégica cada
uno y segun el peso de cada rata, se administrd el volumen requerido para
una dosis de 10 mg/kg de peso

539 TOMA DE MUESTRAS SANGUINEAS

El animal se colocd en posicion de decubito dorsal y se realizd la
canulacion de la arteria caudal, aproximadamente a 3 ¢cm de la base de la
cola con un cateter de polietileno PE-10 directo a la arteria; al extremo libre
se le colocd un catéter PE-50 con el fin de facilitar la foma de muestras
sanguineas El sistema se mantuvo heparinizado en el lapso entre la toma de
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muestras, que fueron a los 0,5,10,15,20, 30y 45 minutos y afas 1,15, 2, 4,
& y 8 horas Cada muestra fue de 100ul de sangre Las muestras se
mantuvieron en congelacion a (=17°C) hasta su analisis
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VI, RESULTADOS

61 VALIDACION DEL METODO ANALITICQ PARA LA
CUANTIFICACION DE DICLOFENAC SODICO EN
SANGRE DE RATA

611 SELECTIVIDAD
El método analitico fue selectivo, no se observaron interferencias en la

region cromatografica del diclofenac sddico y del estandar interno como se
observa en la FIGURA 1.

MF

OCF
25 nA J 1
- ¥ LN B | T T T H T - T F——T T T L T T -
14ao fece | Ll 035 =01 400

A

FIGURA 1. Cromatogramas representativos Estos cromatogramas son
una amplificacion de los cromatogramas originales procesados por e!
sofware MILLENIUM v 315 La escala para ambos cromatogramas
corresponde a 25 nA A) bianco de sangre, B) muestra de sangre con
diclofenac (2 ug/ml) + estandar interno (5 pg/mi). Los tiempos de
retencion fueron: Naproxen (NPX), T R:1.9 min, Diclofenac (DCF) T R:
4.5 min
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6 1.2 LINEALIDAD SISTEMA

Al evaluar la linealidad de! sistema, se obtuvo una buena correlacion entre la
concentracion del diclofenac sddico y la seiial del detector electroquimico La
ecuacion de la curva promedio correspondiente a tres determinaciones fue; Y
= -0.0554 + 0.2081 X. (FIGURA 2) E| coeficiente de correlaciéon y de
determinacion fue de r = 0.899 y r’= 0,999 respectivamente Se obtuvo un
coeficiente de variacion C.V < 15 % para cada punto de la curva de
calibracion. TABLA 2

LINEALIDAD DEL SISTEMA

0 -

Rel. Alturas (DCH/E.D

1 1

0 10 20 30 40 50
Diclofenac [ug/ml]

FIGURA 2 Linealidad del sistema para la cuantificacién de diclofenac en una
solucién agua desionizada- acetonitrilo (80:20)
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TABLA 2 Linealidad del sistema para la cuantificacion de diclofenac en una

solucién agua desionizada- acetonitrilo (80:20)

613 LINEALIDAD DEL METODO

Curva 1 Curva 2 Curva 2
CONC. Alturas Alturas Alturas
ug/ml (DCF/E.) | (DCF/E.)) | (DCF/E.]) | PROM. D.E. %CV
Cy 0.5 0 0925 0 0921 0 0923 00923 0 0001 02167
C, 1 0 1855 0.1849 01852 01852 0 0002 0 182C
C, 2 0.3767 0.3758 03712 03746 00017 0 7878
Cy 5 0 9386 0.9346 0.9352 £ 9361 00012 0 2304
Cs 10 19984 2002 1 9996 2 0000 0 0011 00917
Cs 20 4.0678 4 0972 4 0012 4 0554 0.0284 12133
Cs 40 8.2678 8.2948 8.3518 8.3048 0.0248 0.5164
C1 C2 C3 PROM
m 0 2073 0 2082 0 2088 0.2081
b -0 D495 -0 0514 -0.0653 -0.0554
r 0 9989 0.9999 0 98968 0.9999
r2 0.9999 0.9999 0.9996 0.9998

El método analitico fue lineal en el intervalo de concentraciones de 05 a 40
ug/ml. La ecuacidn de la recta promedic correspondiente a seis
determinaciones fue de: y = .0093 + .168 X (FIGURA 3) EIl coeficiente de
correlacién y de determinacién fue de r = 0.999 y r? = 0,999 respectivamente
El coeficiente de variacion C.V fue menor al 6 % para cada punto de la
curva

En la tabla 3 se muestra la relacion de alturas (DCF/E I) correspondiente a
fas 6 curvas de calibracién
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TABLA 3 Linealidad del método para la cuantificacion de diclofenac sédico
en sangre de rata

CURVAS
CONC.| C1 c2 Cc3 c4 cC5 C6 |PROM.| DE. CcV
Hg/mi
C,4 0.5 0077 | 0087 0080 0080i0076| 0078] 0079 ; 0002 | 51
C, 1 0155 | 0.175 0165| 0168 | 01685| 0156 | 0164 | 0003 | 46
C, 2 0322 0352| 0328 0349|0354 | 0333 | 0340 | 0006 | 41
C4 5 0853) 0910 0852 | 0879|0826 | 0825| 0858 | 0013 38
Cs 10 1639 | 1732 1686 | 1669|1777 1644 | 18691 | 0022 | 32
Cs 20 3154 | 3466 3439 | 3521|3457 3337 3396 | 0054 | 39
C; 40 8,456 | 6,764 | 6.675| 6.803|6.787 | 6876 6694 | 0053 | 1.9
PROM
m 01607 | 01892 | 01676 | 01708 |.01702 | 01671 0.1676
b 00056 | 00297 | GO099 | 00088 | 00119 | -0 0103 0.0093
r 09999 | 09999 | 09999 | 09998 | 09999 | 10000 0.9999
r 0.9998 | 0.9998 | 0.9998 | 0.9996 | 0.9998 | 1.0000 0.9998
LINEALIDAD DEL METODO
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FIGURA 3 Linealidad del método para la cuantificacion de diclofenac en
sangre de rata
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614 EXACTITUD Y PRECISION DEL METODO

El método analitico fue preciso y reproducible Los coeficientes de variacion
para la precision intradia (repetibilidad intradia) estuvieron dentro del rango
de 4.5% a 5 4% y para la precision interdia (repetibilidad interdia) de 3 3% a
7 5% De esta manera se cumple con el criterio de aceptacion para la
precisiéon del método, ya que los coeficientes de variacion obtenidos tanto
para repetibilidad intra dia como la repetibilidad interdia se encuentran por
debajo del 15%. Tabla 4A,B. La media del porcentaje de recuperacion fue de
103 5 Tabla 5A,B Exactitud Para los puntos control, las tablas de precision y
exactitud son: 6 A By 7 A B correspondientemente

TABLA 4,A PRECISION INTRADIA
DIA 1
CONC.| CURVA 1 [ CURVA 2 |[CURVA3] PROM DE CV %
[pg/mi]
05 |~ 00876 0 0803 00725 00825 0 0045 54126
1 0.1803 0.1806 0.171 0.1773 0.0055 | 3.0784
2 0.3712 0.3656 0.3445 0.3604 0.0141 | 3.9064
5 0.9957 1.0253 0.9751 0.9987 0.0252 2.5267
10 2.0684 2.0252 1.8848 1.9927 0.0961 4.8228
20 4232 41983 3.7545 4.0616 0.2665 6.5612
40 8.5600 8.6642 7.9655 8.3966 0.3769 4. 4891
TABLA 4,B PRECISION INTERDIA
DIA 1 DIA 2 R = REPLICAS
CONC
R1 R2 R3 R4 R5 R6 PROM | DE cV
(Lg/mi]
05 ¢ 0876 00803 00725 0 085G | 00868 00789 00816 | 00061 | 7 4655
1 01803 01806 | 016681 ! 01776 | Q0 1814 01766 01772 | 00054 | 30625
03712 0 3656 0 3445 0 3642 03712 03724 03649 | CO105 | 28818
0 9957 1 0053 0 9751 1032 10278 10359 10120 1 002411 23770
10 20684 2 0052 17846 20322 | 20603 20524 20005 | C1082 | 54078
20 4 232 4 1883 36545 4 2369 | 41953 4 1588 41123 | 02261 | 54991
40 8 5600 8 6642 7 9655 8 7549 8 4569 8 3956 8 4662 | 02783 | 3 2866
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TABLA 5,A EXACTITUD INTRADIA
DIA1 % DE RECOBRO ABSOLUTO

CONC.| % DE REC. |% DE REC.[% DE REC.] PROMEDIO
[ug/mi]| CURVA1 | CURVA 2 | CURVA 3
05 8912 86 45 88 754 8811
1 91.456 95.13 97.8300 94.81
2 99.457 97.942 98.93 98.78
5 100.12 99.656 §8.28 99.45
10 97.565 98.912 101.2500 99.24
20 98.2560 100.125 102.23 100.20
40 99.568 101.236 100.125 100.31
TABLA 5B EXACTITUD INTERDIA
DIA1 DiA 2 C= CURVA
CONC. | % DE | %DE | %DE %DE | %DE | %DE
[ug/mll | REC. | REC. | REC. REC. | REC. REC. | PROM
c1 c2 C3 c4 c5 Cé
05 8012 | 8645 | 88754 | 90125 | 8713 | 88231 | 8830
1 91456 | 9513 | 078300 | 962350 | 0524 | 9523 | 9519
2 99457 | 97942 | 9803 | 97.023 | 9624 | 9623 | 9797

10012 | 99 956 98 26 93 024 99 46 89 235 98 34

10 97 565 | 28912 | 101 2500 | 98 2650 97 53 98.125 88 61

20 98 256 | 100 12 102 23 97 256 99 57 99 235 99 45

40 99 568 | 10123 | 100125 | 982385 | 10351 | 100235 | 10049

46



TABLA 6,A

PRECISION

INTRADIA

CONCENTRACIONES OBTENIDAS R=REPLICAS

CONC.
REAL [ R1 | R2 {R3 | R4 | R5 | R6 [PROM; DE | CV%
[pg/mi]

0.6 [0.647) 0.56 |0.626|0.561/0.656/0.630| 0.613 | 0.042 | 6.908
6 (6.539/5.798|6.544/5.851|6.375|6.264| 6.229 | 0.331 | 5.308
30 ]30.39(29.73|30.77120.36(31.58/30.77| 30.43 | 0.799 | 2.625
TABLA 6,B PRECISION INTERDIA
DIA 1 DIA 2
CONCENTRACIONES OBTENIDAS R= REPLICAS
CONC.
REAL | 1 2| 31 4| 5 | 6 |PROM| DE | CV%

[ug/mi]

0.6 |0.647/0.560/0.660/0.575!0.676(0.662| 0.630 | 0.049 | 7.856
6  |6.539|5.798(6.744{5.901/6.675{6.424| 6.347 | 0.402 | 6,335
30 130.39/29.73|30.97|28.87|32.48/32.17| 30.77 | 1.397 | 4.542
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TABLA7,A EXACTITUD INTRADIA
REPLICAS % DE RECOBRO
CONC.
Tebrica| 1 2 3 4 5 6 |PROM| D.E CV %
fpg/mi]
0.6 107.8/93.33(104.3|93.501109.3/105.0| 102.2 | 7.061 €.908
6 109.0[96.63{108.1197,52{106.3|104 4] 103.8 | 5510 5.308
30 101.3/99.10;102.6|/97.87/105.3{102.6; 101.4 | 2663 2.625
TABLAT7B EXACTITUD INTERDIA
REPLICAS % DE RECOBRO
CONC.
Tedrica| 1 2 3 4 5 6 |PROM| D.E CV %
[Hg/mi]
0.8 107.8{93.33/110.0/95.85|112.7(110.4] 105.0 | 8.249 7.856
8 100.0:96.631112.4198.35(111.31107.11 1058 | 6.701 6.335
30 101.3|199.10i103.2/96.23|108.3|107.2| 102.6 | 4.658 4.542

Los coeficientes de variacion para la precision intradia de los puntos control,
estuvieron dentro del rango de 26% a 7% y para la precision interdia de
4 5% a 7 8%. De esta manera se cumplio con el criterio de aceptacién para la

precision del método.

Los coeficientes de variacidn tantoc para la exactitud intradia como la
exactitud interdia, de los puntos control cumplieron con el criterio de

aceptacion.

615 LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

El limite de cuantificacion {LDC) del método analitico, se fijo como la
concentracién mas baja de la curva de calibracién {0 Sug/ml], dado que

cumplia con |os criterios de precision y exactitud Tabla 8
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El coeficiente de variacion de las muestras adicionadas con la concentracion
minima cuantificable 0 5 pug/ml fue de 595 %

El limite de deteccién (LDD), se establecid en [0.1ug/ml] al comparar
visualmente la sefal del ruido, con la respuesta del analito En la Figura 4, se
representan los cromatogramas correspondientes al LDC y LDD

TABLA 8. Limites de cuantificacion y de deteccion del diclofenac
sadico en sangre de rata.

DICLOFENACO SODICO
LIMITE DE 05 ug/ml
CUANTIFICACION
LIMITE DE 01 pg/mt
DETECCION
TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
NPX NPX
DCF l
DCF
- —_— — ——— . O N
I.CID. ..2.(;0. I 'M!IJ" U.EIJ".EIIIJI l -dﬁﬂi-
A B

FIGURA 4 A) Concentracién minima cuantificable 0 5ug/ml.
B) Concentracion minima detectable 0 1ug/mi
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6.1.6 ESTABILIDAD

La estabilidad del diclofenac se realizo durante un mes, periodo en que se
realizo el estudio Los porcentajes de recobro se mantienen cercanos al valor
medio que se obtuvo en precision, por lo que se considerd que las muestras
fueron estables en los dias 7, 14 y 28 en que se realizaron las pruebas,
mantenidas en congelacién a -17 °C. Tabla 9

TABLA 9. Estabilidad de los puntos control®.

TIEMPO DE PROMEDIO 3 PROMEDIO3 PROMEDIO 3

ANALISIS REPLICAS REPLICAS REPLICAS
PC1[6ug/ml] PC2[6ug/ml} PC3[30ug/mi]
Dia 0 0.6256 5 0440 30 1540
Dia7 0 5896 59514 29 8690
Dia 14 0 6160 5 8750 30 1570
Dia 28 0.5963 5.8140 30.1285
PROMEDIO 0 6069 5 8961 300771
CV 2 7663 1 0965 0 4633

* Cada punto, representa la media de 3 experimentos

50



6.2. ESTUDIO FARMACOCINETICO

En la siguiente grafica se presentan las concentraciones sanguineas del
diclofenac en ratas lesionadas, con administracién i.m en el muslo de la pata
trasera.
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T T T T 3 T

¢ 50 100 1850 200 280 300 350 400 450 500
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GRAFICA 1. Concentraciones sanguineas de diclofenac, en ratas lesicnadas y su
grupo control. Después de 35 dias de producida la lesion con una administracion i m
de diclofenac 10 mg/kg, en el musio de la pata trasera (abajo del nivel de lesion).
Cada valor, representa la media + el error estandar de 7 controles y 7 lesionados

En esta grafica, se puede observar que las ratas lesionadas absorben la
mitad del diclofenac, con respectoc al grupo control No hay diferencia en el
valor de Tmax, entre las ratas parapléjicas y las ratas control

NOTA: EN EL APENDICE 1 SE PRESENTAN LOS DATOS EXPERIMENTALES

51



Las concentraciones sanguineas del diclofenac en ratas lesionadas, con
administracion i.m en el biceps, se presentan en la gréafica 2

25 4

20 1

15 1
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Diclofenac |ug/mi]

TESIS GON
FALLA DE ORIGEN
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GRAFICA 2. Concentraciones sanguineas de diclofenac, en ratas lesionadas vy su
grupo control. Después de 35 dias de producida la lesién con una administracién i m
de diclofenac 10 mg/kg, en el biceps, (superior al nivel de lesion) Cada valor,
representa la media t el error esténdar de 6 controles y 6 lesionados

En la grafica 2 se observa, que tanto las ratas lesionadas como las del grupo
control, presentan un perfil cinético similar, en los procesos de absorcion,

distribucion y eliminacioén.
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En la grafica 3 se comparan los perfiles cinéticos de las ratas lesionadas en
los dos niveles de administracion.
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GRAFICA 3. Concentraciones sanguineas de diclofenac, en ratas lesionadas
Despues de 3% dias de producida la lesion con una dosis unica de diclofenac 10
mg/kg. (1) administracion i m inferior al nivel de lesion y {(Wyadministracién im,
supetior al nivel de lesién

En esta grafica se observa, que la biodisponibilidad del diclofenac es menor
en las ratas lesionadas, cuando la dosis se aplica en el muslo de la pata
trasera Esta diferencia es similar a ta encontrada en la primera cinética
(grafica 1), en donde las ratas lesionadas con administracion inferior,
absorben una proporcion menor a la absorbida por el control.
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621 PARAMETROS FARMACOCINETICOS

En este estudio, se obtuvieron los siguientes parametros farmacocinéticos:
ABC, Cmax y Tmax Se decidid no reportar el tiempo de vida media, dado
que el muestreo no fue el adecuado para obtener una buena estimacion de
este parametro, como el reportado en la literatura por (Torres-Lopez et al,
1997) Donde se obtiene un valor de 1,2 de 13 4 hr, para el diclofenac, con
una administracion oral de 10 mg/kg de peso en rata, con un tiempo de
muestreo de 12 hr

En las siguientes tablas (10 -12) se presentan los valores promedioc + error
estandar (E E ) de los parametros farmacocinéticos: ABC, Cmax y Tmax
Clasificados en cuatro grupos. ratas lesionadas y grupo control, con
administracion inferior o superior.

TABLA 10. Valores promedio = E.E del ABC, después de la administracién i m de
diclofenac 10 mg/kg El ABC se calculo por el método de los trapecios
(tomando la ultima concentracion)

ABC GRUPO
ADMINISTRACION LESION CONTROL
INFERIOR 919 + 99 1594 + 192
(n=7) {(n=7}
SUPERIOR 1520 £229 1307 £153

TABLA 11. Valores promedio + E E de Cmax, después de |la administracion i m de
diclofenac 10 mg/kg El pardmetro Cmax se calculo directamente de la

grafica.
Cmax GRUPO
ADMINISTRACION LESION CONTROL
INFERIOR 1082+141 2231+139
(n=7) (n=7)
SUPERIOR 2425+337 2221+285
(n=6) . (n=6)

PP N VRO, J05 TR
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TABLA 12. Valores promedio + E E de Tmax, después de la administracion i m de
diclofenac 10 mg/kg El pardmetro Tmax se calculo directamente de ia

grafica
Tmax GRUPO
ADMINISTRACION LESION CONTROL
INFERIOR 1071202 79+149
(n=7) (n=7)
SUPERIOR 125+ 2 81 75+171

822 ANALISIS  ESTADISTICO

En las tablas (13 -16) se presenta el analisis de varianza factorial 2 x 2, para
los parametros farmacocingticos: ABC y Cmax En las graficas 4 y 5, se
representa la interaccion del valor promedio de cada parametro Cuando las
lineas de estas medias se cruzan se sefiala una interaccidn Posteriormente,
como resultado de la interaccidn se presenta la prueba de Tukey para
comparaciones multiples

ESTADISTICA DESCRIPTIVA ABC

Intervalo de confianza
para la media. 95%

Desviacién Error Limite Limite
Grupos N Media Estandar Estandar Inferior Superior
Control 8 1306 67 374 08 152 72 914 10 1689 24
Sup.

Control Inf 7 1593 57 509.15 192 44 1122.68 2064 48
Lesion Sup. 6 152000 561 81 229.28 930 63 2109 37
Lesion Inf. 7 919.28 262 02 99 04 876,95 1161 82
TOTAL 26 1328.85 495.22 97.12 1128.82 1528.87

Valor Vator

Grupos Minimo Maximo

Control Sup. 737 1599

Control Inf. 1107 2646

Lesidn Sup. 854 2542

Lesign Inf. 668 1407

TOTAL 668 2646
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PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS PARA EL ABC

Estadistica gl gl 2 Significancia
de prueba obseirvada
483 3 22 .698

Conclusién: No se rechaza la hipétesis Ho Las varianzas
de los grupos son iguales

ANALISIS DE VARIANZA FACTORIAL 2x2

ABC

TABLA 13, Andlisis de varianza factorial 2 x 2. Para el parametro ABC

Suma de Cuadrado de
Grupos Cuadrados gl la media F Significancia
Correccion de
Modelo 1886924.908 3 628974.969 3.260 041
Intercepto 46055446 52 1 460554486 520 | 238 740 000
0
LESICN 343232 234 1 343232 234 1.779 106
ADMINIS, 159077 289 1 159077.289 .825 374
LESION* ADMINIS. | 1272709.158 1 1272709158 6.597 .018
Error 4244038.476 | 22 182910 840
Total 5204259800 | 26
0
Correccion Total 6130863.385 | 25

Conclusion: Hay interaccion entre las medias de los grupos
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GRAFICA 4. Interaccién de medias, para el parametro ABC

En la gréfica 4 se puede observar, la diferencia en el valor promedio de ABC,
con respecto al control inferior y lesién inferior. La interaccion entre las lineas

representa una
administracion

COMPARACIONES MULTIPLES

TABLA 14. Comparaciones multiples, prueba de Tukey

interacciéon en ambos

tratamientos vy

PRUEBA DE TUKEY

niveles de

ABC

Intervalo de confianza

para la media. 95%

Diferencia Error Limite Limnite

{I) TRAT (J) TRAT | de Medias | Estandar | Sig. Inferior Superior

{I-J)

Control Sup. Control Inf, -286 90 244 36 849 -965 45 391 64
Lesién Sup -213 33 253 58 834 -917 50 49083

Lesidn inf. 387.38 244.36 407 -291.17 1065.83

Control Inf  Control Sup. 286.90 244 36 649 -391 64 965 45
Lesién Sup. 73 57 244 36 990 -604.98 75212

Lesi6n Inf. 674.29* 234,77 .041 22,36 1326.21

Lesion Sup. Control Sup. 213 33 253 58 834 -490 83 917 50
Control Inf -73 57 244 36 990 -752.12 604 98

Lesion Inf. 600.71 244.38 .095 -77.83 1279.26

Lesion Inf. Control Sup -387 38 244 36 407 -1085 93 291 17
Control Inf. -674.29* 234.77 .041 -1326 .21 -22.36
Lesién Sup. -600.71 244.36 .095 -1279.26 717.83

*La diferencia entre las medias tiene un nivel de significancia de 05
Conclusioén: El promedio de ABC es diferente en los grupos: control inferior y

lesion inferior
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ESTADISTICA  DESCRIPTIVA CMAX

Intervalo de confianza
para la media. 95%

Desviacion Error Limite Limite
Grupos N Media Estandar | Estandar Inferior Superior
Control B 22 33 709 289 14 89 28 77
Sup
Control Inf 7 2229 373 1 41 18 84 2573
Lesidn Sup 6 2167 10.48 4 28 1067 3267
Lesién Inf 7 11 00 379 143 7.50 14 50
TOTAL 26 19.12 8.01 1.57 15.88 22.35
Valor Valor
Grupos Minimo Maximo
Control Sup. 14 33
Control Inf. 19 29
Lesion Sup. 8 40
Lesién Inf, 6 16
TOTAL 6 40

PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS CMAX

Estadistica gl 1 gl 2 Significancia
de prueba
b 1118 3 22 .363

Conclusion: No se rechaza la hipétesis Ho Las varianzas de los
grupos son iguales
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ANALISIS DE VARIANZA FACTORIAL 2 x 2 CMAX

TABLA 15. Anadlisis de varianza factorial 2 x 2. Para el parametro  CMAX

Suma de Cuadrado de

Grupos Cuadrados gl la media F Significancia
Correccion de
Modelo 632.559 3 210.853 4,782 010
Intercepto 09648.824 1 0648.824 218.818 000
LESION 230.773 1 230.773 5234 032
ADMINIS. 185.440 1 185.440 4,205 052
LESION* ADMINIS. 182158 1 182.158 4131 054
Error 970.095 22 44 095
Total 11103.000 26
Correccion Total 1602.654 25

Conclusién: Hay interaccién entre las medias de los grupos

 Pp———
. EUPEF%IORJ

CONTROL LESION

GRAFICA 5. Interaccion de medias, para el parametro CMAX

En la gréfica 5 se puede observar, la diferencia en el valor promedic de ABC,
con respecto al control inferior y lesidn inferior Para el caso de la
administracion superior, en ambos grupos lesionados y controles hay un
ligero decremento en el valor medio
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COMPARACIONES MULTIPLES

TABLA 16. Comparaciones multiples, prueba de Tukey.

PRUEBA DE TUKEY

CMAX

Intervalo de confianza

para la media. 95%
Diferencia Error Limite Limite
(I TRAT (J) TRAT | de Medias | Estandar | Sig. inferior Superior
{i-J)
Control Sup Control Inf. 4 76E-02 369 1.000 -10.21 10 31
Lesion Sup 67 383 098 -9 98 1131
Lesién Inf. 11.33* 3.69 .027 1.07 21.59
Control Inf  Control Sup -4 76E-02 369 1.000 -10.31 10 21
Lesion Sup. 62 369 998 -G 64 10 88
Lesién Inf. 11.29* 3.55 021 1.43 21.14
Lesion Sup Controt Sup -67 383 998 -11 31 998
Control Inf -62 369 998 -10 88 9.64
Lesion Inf. 10.67* 3.69 .040 41 20.93
Lesién Inf. Control Sup. | -11.33* 3.69 027 -21.59 -1.07
Control Inf. -11.29* 3.55 021 -21.14 -1.43
Lesidn Sup. -10.67* 3.69 .040 -20.93 -.41

* La diferencia entre las medias tiene un nivel de significancia de 05

Conclusién: La media del grupo lesion inferior difiere de manera significativa
con las medias de |os otros grupos

En la TABLA 17 se presenta el andlisis de varianza de un factor
completamente al azar por rangos o prueba H de KRUSKAL-WALLIS Para el

parametro Tmax
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ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR COMPLETAMENTE AL AZAR
POR RANGOS O PRUEBA H DE KRUSKAL-WALLIS

TMAX

TABLA 17 Estadistica de prueba KRUSKAL-WALLIS. Para el parametro Tmax
Media de
rangos
10.0

Variable 2 N
6
7 10.71
5]
7

19.50

VARIABLE 1
14.14

PN —

TOTAL 286

ji cuadrada 6.604
gl 3
Significancia | 086

Ho: No existe diferencia
significativa del valor de
Tmax entre los cuatro
Qrupos

Ha: Existe diferencia entre los
cuatro grupos

Conclusion: No se rechaza H, . No existe diferencia

significativa del valor de Tmax entre los
cuatro grupos
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VII. DISCUSION DE RESULTADOS

7 1 VALIDACION DEL METODO

Se validé un método para cuantificar diclofenac sddico en micromuestras de
sangre de rata por cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion
electroquimica Este meétodo presenta principalmente la ventaja de emplear
un volumen pequeno de muestra (100 pl de sangre), lo que facilita obtener
cursos temporales de la cinética del farmaco en un mismo animal Al extraer
un volumen reducido de sangre (menor a 1 ml), no se corre el riesgo de
provocar cambios hemodinamicos gue puedan afectar la determinacion de
los parametros farmacocinéticos De igual forma, al requerir una pegquena
muestra de sangre, el metodo puede también ser utilizado para estudios
pediatricos en humanos o bien en medicina legal

72 ESTUDIO FARMACOCINETICO

Las consecuencias sociales y econémicas que presenta la lesién medular,
como trastorno clinico, afectan tanto al paciente, como a las instituciones de
salud, ya que en la terapia y rehabilitacidn de esta poblacion, se requiere
ademas de equipo e infraestructura avanzada, personal capacitado que
interviene desde el momento del accidente hasta que el individuo se
rehabilita (Stover y Fine, 1987)

En el tratamiento farmacolégico de la lesién, se han presentado cambios en
la biodisponibilidad de algunos farmacos, este aspecto se vuelve
fundamental, dado que ha estos pacientes, se les dosifican multiples
farmacos, para controlar las patologias que cursan con el trauma medutar

Los estudios farmacocinéticos que se desarrollan en modelos experimentales
de lesion medular tienen como objetivo principal comprender y evaluar las
alteraciones que se presentan en la biodisponibilidad de algunos farmacos
Estos modelos, estan comprendidos en el contexto de tres variables
fundamentales que definen y delimitan un tipo de lesidn (Das, 1989)
ESQUEMA 10
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NIVEL

INTENSIDAD

Ll

TIEMPO

ESQUEMA 10. Variables experimentales, en modelos de lesién medular
Estas tres variables representan:

NIVEL O LOCALIZACION El nivel o localizacién al que se produce la lesion
puede abarcar desde las primeras vértebras cervicales, hasta las vértebras
sacras De este parametro dependen las funciones del SNA gque seran
interrumpidas (Esquema 1, pagina 7).

INTENSIDAD. Esta variable esta referida a la intensidad con gue se produce
la contusion medular Y depende directamente: de la masa del cilindro vy la
altura de donde se deja caer.

TIEMPO. Esta uitima variable, define la evolucidon cronoldgica a la cual se
evalua la lesidn La fase aguda representa la etapa mas critica, ya que en
glla se definen los factores mas importantes para el prondstico de
supervivencia y funcionalidad en la vida de los pacientes En los modelos
experimentales comprende las primeras 24 h después de la lesicn En |a fase
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cronica, se concentran los pacientes con lesidn medutar, que una vez
superada la fase aguda requieren de una adecuada terapia farmacoldgica y
de rehabilitacidn (Kliesch et al, 1987) En los modelos experimentales
comprende de 25 a 30 dias, posteriores a la lesidn, tiempo en gue el animal
alcanza una recuperacion estable y se adapta a sus nuevas condiciones
{Guizar-Sahagun, 1998; Kruse et al ,1994)

En el analisis de varianza, para el parametro de biodisponibilidad ABC (Tabla
10}, se obtuvo una diferencia significativa en la interaccion lesidn x
administracion, con una valor de significancia de 018 La gréfica 4
representa la interaccién en et valor promedio de este parametro, para los
grupos lesidn y control, con los niveles de administracion superior € inferior
De esta manera, en la prueba de Tukey de comparaciones multiples (Tabla
11), se demostré gue las ratas lesionadas con administracion inferior
presentaban un area bajo la curva significativamente menor, a la presentada
por el grupo control con administracion inferior Esto evidencia que en la fase
crénica de la lesion medular, las ratas lesionadas alcanzan una menor
absorcién, cuando el farmaco se les administra en un musculo inferior al nivel
de lesion En este sentido si se administra en un musculo sano, que no
gueda inmovilizado, se alcanza una mejor absorcion

Por otra parte, el efecto de la lesidon medular en ta abscrcion intramuscular de
farmacos, también fue significativo en el parametro Cmax E| analisis de
varianza de este parametro indicd una diferencia significativa con un valor de
032 para el efecto de la lesidn, es decir que las ratas lesionadas alcanzaron
un valor de Cmax menor al del grupo control En el nivel de administracién y
la interaccidn lesidn-administracidn se alcanzé un valor de significancia
cercano a la region de rechazo, por lo cual no quedd muy claro el efecto
entre estos dos factores En la grafica 5 de interaccion de medias, no se
presenta una interaccidon entre los grupos lesion y control con ambos niveles
de administracién En este sentido en la prueba de Tukey para Cmax, se
encontrd diferencia significativa entre la media de |a lesién con administracién
inferior, y la media de los otros tres grupos.

Con estos datos se puede concluir que la lesidon medular afecta directamente
en la absorcion i m de farmacos, scbre todo cuando se administra en los
musculos inferiores al nivel de lesion, que sufren pérdida de la estimulacién
nerviosa y atrofia muscutar Si se administra el farmacc en un musculo sano
superior al nivel de lesién, se alcanza una mejor absorcion
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En la figura 5, se representa el resuitado de la prueba de Tukey para
comparaciones muitiples de los parametros ABC y Cmax Cada barra
representa los valores promedio + E E Después de 35 dias de producida la
lesion con una dosis unica de diclofenac 10 mg/kg

ABC DICLOFENAC
AD IM [10mg/kg]

ABC Didofenac
[Hg. mind mi]

M LESION AD. INF
71 CONTROL AD. INF
PR LESION AD, SUP
3 CONTROLAD SUP

*oa=005

A

Cmax Diclofenac
[Hg/mi]

104

Cmax DICLOFENAC
AD | M [10 mg/kgd]

R | CSION AD. INF
[ CONTROL AD. INF
HR | ASION AD. SUP
CJ CONTROL AD sUP

*a=005

B

FIGURA 5. (A) Valores promedio del ABC En el valor medio del grupo lesion adm

inferior se obtuvo una diferencia significativa para un « = 05, con respecto a la
media del grupo control adm infericr (B) Valores promedio de Cmax En el valor
medio del grupe lesién adm inferior se obtuve una diferencia significativa para un

u= 05, con respecto a la media de los cotros grupos
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En la siguiente figura 6 se representa un acercamiento de la gréfica 1, en los
primeros 50 min

25

20 o —— LESION
| R { CONTROL

15 1

10

Diclotenac jpg/mil

i
——,
.--'.--h-i

f T T T T T

0 10 20 30 40 50

Tiempo {min)

FIGURA 8. Concentraciones sanguineas de diclofenac, en ratas lesionadas y su
grupo control Con una administracién i m de diclofenac 10 mg/kg, en el muslo de la

pata trasera, inferior al nivel de lesidén (T8) Cada valor, representa la media * error
estandar de 7 controles y 7 lesionados

En la figura 6, se puede apreciar, gue la proporcion absorbida de diciofenac
en las ratas paraplgjicas, es apenas la mitad de lo absorbido por el grupo
control. Esto es comprensible, dado que la fase cronica de la lesion medular,
se caracteriza por ser un estado clinico, en el que los mecanismos de
regulaciéon y compensacion del organismo alcanzan una nueva condicion de
equilibrio, limitado por los ajustes en el volumen celular, disminucion del flujo
sanguineo, nutricidn y estimulacion tréfica.
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Los musculos paralizados por abajo del nivel de lesion, disminuyen su
tamafio como respuesta a la hipoperfusidn cronica e inactividad, conduciendo
a atrofia muscular La atrofia conlleva a una reduccién de los componentes
estructurales de las células, como: mitocondrias, miofitamentos vy reticulo
endoplasmico En consecuencia, los requerimientos de oxigeno y nuirientes
se reducen La importancia de esta irregularidad, es gque la veiocidad vy
cantidad de farmaco que se absorbe a partir de una administracion
intramuscular, puede alterarse, y no obtenerse los efectos terapéuticos
deseados

En ia tabla 17 se realizd la prueba H de Kruskal-Wallis para el parametro
Tmax. Como resultado de esta prueba no paramétrica, no se enconirarcn
diferencias significativas entre el valor promedio de Tmax para cada grupo

En la figura 6 se observa, que las ratas lesionadas aicanzan un valor
promedio de Cmax, a los 10 min mientras que el grupo control obtuvo un
valor de Tmax a los 5 min No obstante esta diferencia, no fue significativa
De hecho el parametro Tmax, no necesariamente es un buen indicador para
la velocidad de absorcién, pues depende en gran medida de tos tiempos de
muestreo (Endreny et al, 1991)

Es importante recordar, que al practicar la cirugia de la laminectomia al grupo
control, se planted, gue la unica diferencia en la absorcion del farmaco entre
este grupo y las lesionadas, consistié en la contusion de la médula espinal, vy
en las subsecuentes alteraciones provocadas por el impacto

Los principales cambios metabdlicos asociados con una paralisis motora vy
subsecuente atrofia muscular estan relacionados con las alteraciones en la
composicidén corporal tales como el balance de electrolitos y fluidos
(Anderson, 1992; Cardus et al , 1984) En esta fase se distingue un incremento
en el volumen extracelular, que puede repercutir en la terapia farmacoldgica,
alterando el volumen de distribucién del farmace (Mc Donald, 1999) Tabla 18
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TABLA 18. Cambios metabdlicos, que se provocan en la fase cronica de la lesion
medular, a consecuencia de la paralisis motora y subsecuente atrofia

muscular.

SISTEMA ALTERADO

ETAPA TEMPRANA DE
LA LESION

(FASE AGUDA)

ETAPA TARDIA DE LA
LESION

(FASE CRONICA)

Composicién corporal

Balance de electrolitos y
liquidos

Pérdida progresiva de
peso corporal

Incremento del liquido
extracelular con relacién

Disminucién de grasa
corporal

Hiponatremia

al volumen de liquido
intracelular

Todas las células y tejidos del organismo dependen necesariamente de que
su ambiente hidrico sea normal y de que su aporte sanguineo sea adecuado
La regulacion del volumen y la tonicidad de los liquidos corporales se
establece mediante dos sistemas: el balance de sodio y el equilibrio del agua
Cualquiera de estos dos sistemas (0 ambos) puede estar alterado, como
consecuencia de una LTME vy, por lo tanto, los desequilibrios hidricos (edema
o deshidratacion) y los trastornos hemedinamicos (hemorragia, trombosis,
embolia e infarto) no solo son frecuentes sino que también pueden conducir a
lesiones irreversibles (Lemke, 1987, Liebert, 1990; Barry et al ,(1993)

Cuando se administrd el diclofenac sodico en un musculo sano, superior al
nivel de lesidn, (grafica 2) Se observd, que tanto las ratas lesionadas y el
control presentaron el mismo perfil cinéticc De hecho, ent la prugba de Tukey
que se realizé para los pardmetros de bicdisponibilidad Cmax y ABC, no se
encontrd diferencia estadistica entre el grupo de lesién con administracion
superior y el grupo control con administracion superior Lo interesante de este
resultado, es que se pudo demostrar, que en la fase cronica de la lesién
medular, a nivel de la vértebra toracica T8, los musculos superiores al nivel
de lesidn, que no son afectados por el trauma medular, no pierden la
estimulacidn nerviosa y mantienen un saludable funcionamiento Esta sana
irrigacion, facilita los mecanismos de transporte pasivo, en las membranas y
capilares
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Por otra parte, los resultados obtenidos en este estudio, complementan el
trabajo inicial de (Garcia-Lopez y Salas,1999) En este estudio, se realizd la
farmacocinética del diclofenac sbédico, administrado por via intramuscular en
la fase aguda de la lesion medular. Se trabajo con ratas hembra Sprague-
Dawlfey con un modelo de contusién medular, a nivel de la toracica T8 Con
un tiempo de muestreo total de 6 horas

En este estudio, no se obtuvieron diferencias significativas en los valcres de
Cmax y Tmax, entre las ratas lesionadas y sus controles. Sin embargo, se
obtuvieron diferencias significativas en la vida media y el area bajo la curva
La ty, se prolongd y el ABC fue mayor en las ratas lesionadas que en el grupc
control Estos resultados demuestran que el deterioro del flujo sanguineo en
la fase aguda de la lesidn, no afecta de manera significativa la absorcidon
intramuscular de farmacos

No obstante, a pesar de estos resultados, se esperaba que en la fase crénica
de la lesidn, 1a atrofia muscular y el deterioro del flujo sanguinec alteraran de
manera significativa la absorcidn de farmacos administrados por esta via.

En este trabajo de tesis se comprobo este planteamiento y contribuyd a
esclarecer, las alteraciones cinéticas que se padecen por este trastorno De
esta forma cada investigacion sobre lesidbn medular que se realiza con
modelos experimentales, aporta una informacién basica que ayuda a
comprender los trastornos ocasionados por esta patologia, dados un nivel,
intensidad y tiempo en que se produce la lesion.

En sintesis podemos mencionar, que el estudio e investigacién de la lesién
medular, constituye hoy en dia, un reto y un potencial de trabajo en
disciplinas como; biofarmacia, farmacologia, neurologia, que buscan mejorar
la calidad de vida de los pacientes afectados. Para poder entender y predecir
la manera en que las condiciones patologicas, pueden modificar la cinética
de farmacos en la LTME, se requiere comprender las interrelaciones entre el
nivel de lesidon, intensidad, evolucidn cronoldgica del trauma, procesos
biogquimicos y mecanismos moleculares, que en conjunto influyen en la
biodisponibilidad de los agentes terapéuticos utilizados en estos pacientes
(Kliot y Lustgarten, 1990)
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VII. CONCLUSIONES

El método cromatogréfico utilizado para la cuantificacion del diclofenaco
en micromuestras de sangre de rata, cumple con los criterics de
validacion que lo hacen confiable para poder ser utilizado en estudios de
farmacocinética en pequefas especies. El tratamiento de muestras por
precipitacion fue bastante practico y econdmico con respecto a otros
métodos de extraccion, permitiendo a su vez trabajar varias muestras en
un tiempo corto

La administracion intramuscular de diclofenac sbédico en musculcs
inferiores a la lesion traumatica de la médula espinal en ratas (Sprague-
Dawley) reduce los parametros de biodisponibilidad ABC y Cmax

Con o anterior, se recomienda ampliamente, gue al administrar una dosis
por via intramuscular en pacientes parapléjicos, la dosis se administre, en
los musculos superiores al nivel de lesidn que no son afectados y que
mantienen una buena vascularizacion Sobre todo cuando el objetivo de
una dosis intramuscular es la rapida absorcidn y un pronto efecto
terapéutico, con respecto a la administracion por via cral, y en el caso de
los analgésicos, antiinflamatorios y antipiréticos, que se reguiere gue su
efecto sea casi inmediato
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X. APENDICE

ESTUDIO FARMACOCINETICO

En las tablas (19-22), se presentan las concentraciones sanguineas de las
ratas lesionadas y el grupo control Después de una dosis i m de [10mg/kg de
peso] de diclofenac sdédico en el musio de la pata trasera A los 35 dias de
producida la lesion

TABLA 19 RATAS LESIONADAS ADMINISTRACION INFERIOR

tiempo | R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 PROM cv
0 min 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5" 11.86 | 10.96 | 6,74 1831 | 762 | 389 802 8.2 32.30
10" 14.84 | 1212 {1488 1 501 | 6.50 | 506 { 11641 10.0 44.08
15" 14.33 | 935 | 1473 | 3.78 | 613 | 587 | 8.72 8.0 47.36
20" 11.98 | 10.37 | 15.51 | 3.56 | 5.10 | 3.52 | 5.77 8.0 58.61
30" 6.96 | 836 11193 | 256 292 | 394 | 3.28 5.7 61.54
45" 5.08 [ 665 | 819 |1.71| 165 | 2.55 | 2.56 4.1 84.19
1hr 368 | 413 | 3.84 [ 161 | 145 | 245 2186 2.8 40.20

1.5" 180 | 284 | 196 [1.20 1 1.33 | 1.88 | 1.45 1.8 30.89
2" 1.38 | 240 | 192 | 117 | 1.23 [ 142 | 1.32 1.8 28.87
4" 1156 | 223 | 101 [ 114 118 | 130 | 1.30 1.3 30.78
6" P64 | 209 | 068 | 113 | 114 | 112 ] 1.28 1.2 41.59
a" 062 | 144 | 064 [ 110} 110 | 112 | 1.26 1.0 29.33
TABLA 20 RATAS CONTROL ADMINISTRACION INFERIOR
tiempo R1i R2 R3 R4 RS Ré R7 PROM cv
0 min 0 0 0 o 0 0 0 0 0
5" 2646 | 19.15 | 2060 | 23.34 | 1594 | 21.25 | 1485 | 20.2 | 20.00
10" 20.36 | 15.00 | 18.52 | 28.59 | 18.04 ; 17,90 | 20.18 19.8 | 21.54
15" 14.86 | 1536 | 9.86 | 21.99 119.97 | 13.76 | 15.84 15.9 | 25.09
20" 13.45 11285 | 897 | 1349 |16.56 |16.47 1 10.20 | 13.1 21.77
30" 11.24 | 1045 7.80 |10.84 | 11.32 | 10.81 | 7.58 10.0 15.84
45" 5.57 6.45 7.48 6.87 | 799 | 6894 | 4.21 6.5 19.48
1hr 490 4.35 729 | 458 | 587 | 490 | 2.66 4.9 28.73
1.5" 2.34 2.89 6.65 278 | 379 | 317 | 1.73 3.3 47.87
2" 1.39 2.60 5.52 235 | 293 | 220 | 1.57 2.7 51.91
4" 1.38 212 5.086 185 | 277 | 160 | 1.44 2.3 56.12
6" 1.07 1.80 4.85 086 | 217 | 1256 { 1.23 1.9 70.31
8" 0.82 1.28 3.00 080 | 119 | 1.23 | 1.14 1.4 55.66
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TABLA 21 RATAS LESIONADAS ADMINISTRACION SUPERICR

tiempo R1 R2 R3 R4 R5 Ré PROM cv
0 min 0 0 Q 0 0 0 O 0
5" 18.97 | 15.14 | 20.41 | 15659 1 2315 | 21.35 | 19.10 16.75

10" 1751 | 21.03 | 1739 1616 | 1219 | 21.97 | 17.71 19.92

15" 22.90 | 2009 | 1453 | 16.58 | 12.50 ; 17.49 | 18.85 32.47

20" 2319 | 4032 | 10.21 1489011789 | 1744 | 2066 50.98

30" 1557 | 30.98 | 575 | 11.57 1 1210 | 9.57 14.26 61.76

45" 8.08 | 2178 | 265 | 807 | 9.33 5.80 9.45 68.42

1hr 494 | 1116 [ 1.81 | 453 | 5.62 3,96 5.34 58.74

1.5" 2.61 3.89 125 | 236 | 2.73 3.89 2.79 35.91

2" 2.38 3.81 114 | 223 | 2.25 2.19 2.34 8,57
4" - 1.54 2.75 1.01 1.37 | 1.69 1.22 1.60 38.40
6" 1.36 1.39 070 | 1.29 | 1.60 0.83 1.16 34,34
8" 113 0.82 0.58 | 118 | 1.45 0.54 0.95 37.88
TABLA 22 RATAS CONTROL ADMINISTRACION SUPERICR
tiempo R1 R2 R3 R4 RS R6 PROM cv
0O min- 0 6] 0 0 0 0 0 0
5" 10.51 | 24.51 | 15.14 | 16,86 | 24,95 | 32.88 20.8 39.22
10" 13.60 | 18.668 | 14.24 | 21.71 | 20.64 | 31.07 20.0 31.79
15" 14.06 | 18.42 | 11.78 | 21.64 | 13.00 | 29.79 18.1 37.57
20" 954 11562 878 | 1763 12.76 | 17.08 13.6 28.13
30" 627 1329 | 369 |13.35 1041 ] 1364 10.1 41,77
45" 3.07 8.21 2.15 7.568 | 8.49 | 8.34 6.3 45.90
1hr 2.25 4.40 1.65 583 | 6.25 | 3.58 4.0 46.06
15" 1.55 2.90 1.30 388 | 4.06 | 2.85 2.8 41,58
2" 1.35 245 1.15 266 | 268 | 1.78 2.0 33.66
4" 1.23 1.67 0.85 1.35 | 1.97 | 1.47 1.4 26.91
6" 1.13 1.67 0.73 110 | 1.19 | 1.23 1.2 25.64
g" 1.01 1.41 0.59 063 | 0.60 | 0.98 0.9 37.50
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