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RESUMEN

Los conceptos del modelaje farmacocinético-farmacodindmico son importantes en todas las
etapas del desarrollo farmacéutico. Sirven como una herramienta para la elaboracion de
medicamentos innovadores y altamente eficientes. A la fecha, existen productos para combatir
la mayor cantidad de enfermedades que aquejan a la poblacién. humana. Un comiin
denominador en estas situaciones es el dolor. El doqu es una experiencia subjetiva asociada a
estimulos nocivos internos y/o ~exterhos. L;)'sr' fénﬁacos analgésicos-antiinflamatorios no
esteroides (AAINEs) son una serie de estructuras quimicas que presentan —en diferente grado-
actividad analgésica, antipirética y antiinflamatoria. El ibuprofeno (IBU) es un firmaco de este
tipo. La informacién farmacocinética-farmacodinamica de estos compuestos es escasa,
principalmente, por la falta de modelos farmacoldgicos que midan o evalten el dolor dé ‘1'1n"a
forma mas objetiva y con la menor variabilidad posible. El modelo PIFIR (por. sus 51glas en
inglés: Pain-Induced Functional Impairment model in the Rat) ha mostrado ser adecuado para
estudios donde el dolor es un factor a considerar. Un compuesto que se ha adicionado a
algunos AAINEs para modificar su actividad terapéutica es la cafeina (CAF). La investigacién
a nivel preclinico entre la asociacion IBU+CAF proporciona informacion util para las etapas
posteriores del desarrollo farmacéutico, por lo que el objetivo de este trabajo fue, determinar la
relacion entre los niveles plasmiticos de IBU y su respuesta analgésica potenciada por CAF en

el modelo experimental PIFIR. El proyecto se realizo en 3 etapas.

La primer etapa consistié en encontrar las combinaciones de IBU+CAF de potenciacidén
antinociceptiva. El IBU y la combinacion IBU+CAF se administraron por via oral a grupos de
seis ratas Wistar macho. Se probaron seis dosis de IBU solo: 5.6, 10.0, 17.8, 31.6, 56.2 y 100
mg/kg y combinado con tres dosis de CAF: 10.0, 17.8 y 31.6 mg/kg. Los resultados sefialaron
que solo tres de las 18 combinaciones evaluadas mostraron efectos de potenciacion
antinociceptiva (p<0.01). Estas combinaciones fueron: 10.0, 17.8 y 56.2 mg/kg de IBU con
17.8 mg/kg de CAF. La CAF permitié ademads, un desplazamiento de la curva dosis-respuesta
hacia el lado izquierdo del eje de las abscisas. La DEsq de IBU solo, fue 26.98 + 2.44 mg/kg y
la DEsq de la combinacion IBU+31.6 mg/kg de CAF fue 8.70 + 0.63 mg/kg. Esto significa que
es posible administrar una menor de dosis IBU —pero combinado con CAF- para alcanzar los

mismos niveles de cfecto terapéutico.

Resumen
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En la segunda etapa se adapto y validé un metodo anal(tlco para cuantificar IBU en plasma por
cromatografia de liquidos. de alta resolucxén “El farmaco fue separado en una columna '

Symmetry C;g (Waters) eluida con - la fase mévnl acetomtrllo agua:metanol: acndo fosforlco o

(58:37:5:0.05 v/v/viv) a una velocidad de ﬂmo de 1 8 mL/mm y deteccmn a 196' m Los‘

tlempos de retencidn fueron 1.8 y 2. 4 min para el IBU y el estandar mtemo respectlvamente

anilisis estadistico n:d': 1
con y sin CAF (p>

farmacocinético para e

: el mcremento de la actividad antmocxceptlva observada El

efecto antmocxceptwo 5 ‘ do ¢ como IF%- en funcién de los niveles plasmaticos presento

un comportamlento de‘ hlstere51s con sentido contrario a las manecillas del reloj en todos los

tratamientos admmls'_ados ‘Este comportamiento sugiere un retardo en el equilibrio del

farmaco entre el plasma y el sitio de accién.

Finalmente, los resultados expresados como drea bajo la curva del curso temporal del efecto
antinociceptivo (ABCg), en funcidn del logaritmo del 4rea bajo la curva del curso temporal del
nivel plasmatico (ABCp), se ajustaron al modelo Epqy sigmoidal. La ecuacion matematica que

describi6 la relacién entre el ABCg y el ABCp para la combinacién IBU+CAF fue:

_ 33L12C%7
33,6457 L C8

donde: E = ABCg y C = ABCp. El valor del coeficiente de determinacion (%) que mide la

proximidad del ajuste de la ecuacién de regresién a los valores observados fue 0.9948

Resumen



CAPITULO 1

Introduccion, objetivos e hipotesis

El dolor cumple funciones vitales para la proteccion de los individuos y la perpetuacxon de las
especies. La definiciéon mas aceptada para este fenémeno es la que mdlca que el dolor es una
experiencia subjetiva- acompanada de componentes sensonales y emocnones desagradables y

que frecuentemente esta descrlto en funcién de la magnitud del daﬂo con el que se asocia'. El

término que mvolucra al'con_]unto de mecamsmos por los cuales el estfmulo nocwo perlf’erxco

es transmitido al sisterna nervioso central se denomina noc1cepc1on -

El sufrimiento experimentado lleva al paciente a tratar de elimina‘r'él dolb_r, es decir, a buscar
analgesia. Los farmacos analgésicos-antiinflamatorios no ester'oidéls (AAINESs) son una clase
de compuestos que presentan actividad terapéutica. El Ibuprbfeno ‘(IBU) —un comp.uesto de
este género- es un farmaco ampliamente utilizado por sus propiedades analgésicas. Estas
cualidades han sido evaluadas por diversos autores tanto en animales como en humanos. Uno
de los objetivos en que los investigadores han centrado su atencion es en encontrar la relacién
concentracion-efecto til para la practica clinica. Esta relacion puede llegar a ser dificil de
sefialar, entre otras cosas, por la falta de modelos farmacodinamicos capaces de producir
respuestas biologicas similares con un minimo de variabilidad y error. Contrario a la
versatilidad de los métodos analiticos —especialmente los cromatograficos- que i)ueden
determinar las concentraciones plasmaticas con un minimo de error y' asi, evaluar la

farmacocinética de los compuestos analgésicos sin mayor problema.

El desarrollo de modelos matematxco e’ expllquen las relacmnes farmacocmetlcas-

farmacodinamicas es fundamenlal y en ‘afiosrecientes, se ha hecho una recopllamon de

modelos farmacodinamicos ba51cos pa uar el efecto farmacolog 0

experlmuntales en animales comunmcnte mlden nocxcepcnon -entre Oll‘OS mecamsmos

asociados al dolor- e involucran pruebas'de’ reaccion de un animal a un estlmulo nocivo. En

Introduccion, objetivas e hipotesis
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estos trabajos se ejemplifica como las especies animales son utiles en lébﬁsqueda de dosis
efectivas  clinicas’.  Algunos autores han descrito correlaciones . farmacocinéticas—
farmacodinamicas de IBU -valiéndose de su propiedad analgésica-"en pacientes sometidos a

cirugia dental® o de su propiedad antipirética en nifios con fiebre’.

Un compuesto que se ha adicionado a los AAINEs es la cafeina (CAF)®®. La CAF es un
alcaloide de origen natural perteneciente al grupo de las metilxantinas y se encuentra
principalmente en el café. La propiedad de la CAF para incrementar la respuesta analgésica no
ha sido aceptada universalmente. En algunos estudios clinicos de los afios 1960s y 1970s la
CAF mostr6 ser incapaz de incrementar el efecto analgésico de este tipo de compuestos' %!,
Sin embargo, ahora se acepta que la CAF incrementa en diferente proporcion la respuesta
analgésica de los AAINEs sélo en ciertas combinaciones de dosis y en determinados estados

de dolor'*-"%,

Con referencia a la farmacocinética de los analgésicos no esteroides se reporté que la CAF
favorecidé el incremento de las concentraciones plasmaticas de acetaminofén cuando se
administré la combinacién acetaminofén+CAF a ratas'®. Resultados similares se reportaron
para el acetaminofén en humanos'’. Por otra parte, diversos autores han confirmado la
propiedad de la CAF para incrementar significativamente el efecto antinociceptivo de una gran
variedad de AAINEs sin una modificacion significativa de la farmacocinética de este género

de compuestosm'2 L

La informacién sobre la relacion farmacocinética-farmacodinamica de IBU y de la
combinacion IBU+CAF es escasa debido —~como ya se habia mencionado- a la falta de
metodologias farmacoldgicas que permitan determinar satisfactoriamente el efecto
antinociceptivo. Investigaciones recientes sugieren que el modelo PIFIR (por sus siglas en
inglés: Pain-Induced Functional Impairment model in the Rat) es adecuado para este tipo
estudios®???, Aunque la accion que la CAF ejerce en el efecto de algunos AAINEs ya se
conoce, es necesario determinar el grado y naturaleza del cambio que produce la CAF en los

compuestos analgésicos no analizados a la fecha.

Introduccién, objetivos e hipotesis
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Los conceptos del modelaje farmacocinético- farmacodmémlco pueden ser, aplicados a todos
los niveles del desarrollo farmacéutico, especxalmente en elapas preclfmca y clinicas, Se sabe
de aplicaciones predictivas y.rigurosas 1mp]ementac10nes de estos conocimientos para la

elaboracion de ensayos clinicos mejor enfocados y por lo ta.nto de menor costo®. Asi que, los

conceptos farmacocmetlcos-farmacodmamlcos Juegan un papel importante en el

conocimientos de los medicamentos para aprovecharlos adecuadamente

Dado que la investigacién sobre la asoclamon farmacocmétlca-fannacodmam1ca de IBU y de

la combinacion IBU+CAF es 1nsuﬁcnent¢ los’ oka_‘et;yos del presente trabajo son los siguientes:

Objetivo gencral
Establecer la correlacién nivel plésmétivéofefecto terapéutico de IBU administrado solo y

combinado con CAF a nivel precl'fniic':b.

Objetivos especificos
1. Determinar la farmacodinamia de IBU en el modelo PIFIR, después de administrar

diferentes dosis de IBU solo y combinado con diferentes dosis de CAF. La respuesta

terapéutica sera evaluada por la modificacion del efecto nocive provocado en los animales.

2. Determinar la farmacocmetlca de IBU después de administrar diferentes dosis de IBU solo

y combinado con una dosns de CAF. La determinacion de los niveles plasmaticos de IBU se

realizard por cromatograf' a ,de liquidos de alta resolucion.

3. Determinar la inﬂuevn'cia :ckluéi‘__ejerce la CAF en la antinocicepcion al administrarse con IBU.

‘,e):lh'iqu‘neq(o sobre los AAINE: la Hipétesis planteada es:

ptiv de IBU, determinados en el modelo PIFIR,

Por la informacién rec'oﬁilaid

Los niveles plasmatlcos yelefe

se incrementan en presenc

Los datos‘de‘ih el o antmocnceptlvo del farmaco administrado solo y
combmado co CAF

hnpolesns plameada

murén cumpllr con los objetivos propuestos y aceptar o rechazar la

Introduccion, vbjetivos e hipotesis



CAPITULO II

Generalidades

2.1. Dolor

2.1.1. Definiciéon
El dolor es una experiencia subjetiva que se interpreta como un sintoma de lesion tisular. El -
dolor producido por un estimulo interno indica un trastorno patoldgico, y si es cdntimio e
intenso, demuestra la existencla de algtin trastorno grave; por lo que causa miedo y~ansiédad

En el hombre, estos son componentes importantes de la percepcion del dolor y el tratamlento :

de la ansiedad puede ser tan importante como el tratamiento del dolor®®. El dolor prod ido s
por un estimulo externo desencadena reacciones de alejamiento; por lo tanto, tlene la-_\fu 1(}h' [
util de sefialar la presencia de un estimulo lesivo (o sea, de funcién nacicé])liva que-en

particular puede ser mecdnico, quimico, térmico o eléctrico.

Los farmacos que alivian el dolor y actuan a determinado nivel de los mecanismos de
sefialamiento se denominan analgésicos segtn la palabra griega que significa “sin dolor”. El
tipo de analgésico empleado depende del origen, gravedad e intensidad del dolor. Los
analgésicos potentes que actiian sobre la percepcion del dolor en el sistema nervioso central se
usan principalmente para aliviar el dolor proveniente de visceras o de lesiones graves,
quemaduras o neoplasias; el prototipo de esta clase de compuestos es la morfina. Para el dolor
musculo esquelético se utilizan analgésicos mas débiles, que actiian principalmente por
mecanismos periféricos; el prototipo de esta clase de compuestos es la aspirina. Ademés de su

accion aliviando el dolor ‘muchos de los analgésicos mas débiles, también- dlsmmuyen la

lemperatura corporal cuando hay fiebre (accién antipirética) y poseen clert

Una tercera clase importante de farmacos que alivian el do

antlmﬂamaton
anesteswos locales cuyo prototipo es la cocaina. Los anestésicos locales lnle umpen. la'

trasmlsxon‘de 1mpulsos en todas las fibras nerviosas aplicadas localmente a mvel de un'tronco

nervioso.
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La morfina y muchos fdrmacos de su tipo, tienen el grave inconveniente de originar
dependencia. Estos productos suelen llamarse analgésicos narcéticos u opiéceoS, el término
narcdtico proviene del griego y significa “somnolencia” o “estupor”. Los analgésicos de tipo
morfina ejercen accidén depresora sobre el sistema nervioso central. La aspirina y los
analgésicos similares suelen llamarse analgésicos no narcéticos pues no producen suefio ni

crean dependencia grave?®

2.1.2. Reaccidn inflamatoria
En ocasiones el dolor es producto de una inflamacién. La- mﬂamamén es una reaccnon

, can mﬂamacxon mcluyen

defensiva contra toda lesiéon. Los medios y los sistemas que p

traumatismo mecéanico (especxalmente aplastamlento), radlacu’)‘ (temuca UV radlactwa),v

parasitos) y finalmente reacciones de tipo anlngeno-anttquerpo. .as reacc1ones mﬂamatorxas se

dividen en dos tipos: agudas y cronicas®,

+ Inflamacién aguda e o
Los signos clasicos de una reaccién inflamatoria aguda bsvon" lossxgulentes calor, rubor, dolor,
tumor y pérdida de funcién. 5

Inmediatamente después de la lesion inicial recibida por el tejido puede haber una
vasoconstriccion pasajera, pero va seguida de una respuesta de vasodilatacién local, con el
incremento del riego sanguineo. En tejidos superficiales esto origina enrojecimiento (rubor) y
aumento de temperatura. Los mediadores de la dilatacion incluyen principalmente a la
histamina, las cininas y las prostaglandinas. La lesién de las células cebadas en el tejido libera
histamina (y serotonina en algunas especies). En la piel humana la reaccién inflamatoria
inmediata es de tipo rubor-inflamacién-papula que incluye reflejo axénico. En esta etapa la
reaccion se suprime o disminuye con antihistaminicos que impiden la dilatacién en las
primeras etapas de la reaccion inflamatoria pero su eficacia va disminuyendo cuando la
reaccion se ha completado; esto puede depender del decremento del pH en tejidos inflamados.
Cuando la reacciéh se desarrolla, particularmente después de un estimulo inflamatorio intenso,

entran en juego otros mediadores fuera de la histamina, que conservan la vasodilatacion. A

Gueneralidades
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medida que la respuesta inflamatoria progresa tiene lugar un cierto. numero de. cambxos El

“endotelio vascular se hincha y aumenta su permeabllldad la pérdlda de llqu' Vo‘pl' smatlco

la viscosidad. Las plaquetas se revinen y pueden iniciar la coagulamén local iberan, serotomna

y compuestos adenilicos que aumentan su efecto sobre la reaccioén vascular de d osnarse

fibrina en los ctimulos plaquetarios y el vaso sanguineo llega a obstrulrse por un trombo La

activacion de los factores que intervienen en la coagulacion facilita la formacmn de cmmas

En la piel, el desarrollo de la respuesta vascular y el dolor, ocurren al mlsmo_twmpo dando
lugar al término eritralgia. La hinchazén proporciona otro estimulo para las terminaciones
nerviosas sensitivas y contribuye al dolor. Las prostaglandinas disminuyen el umbral de las
terminaciones sensoriales para sustancias que originan dolor. El umbral de dolor en una zona
inflamada esta disminuido; esto es, existe hiperalgesia. El dolor empeora con el movimiento

de la regidn inflamada y ésta es la causa principal de la perdxda de funcién®.

+ Inflamacién cromca
Si el estlmulo lnlCla] de una reaccion mﬂamatorla no se elimina, persiste un estado constante

de mﬂamacnoh; Esta es una situaciéon que tlene lugar en trastornos como la SlllCOSlS, la
tuberculosns las enfermedades de la colagena yen parucular en trastornos autoinmunes.

De manera caracteristica, hay una abundancia de: tejido granulomatoso exudado, monocitos
con muchas células gigantes multinucleares formadas por su fusién, linfocitos y acumulacién
de células plasmadticas. La invasién de tejido conectivo origina la formacién de mucho .tejido
fibroso. Puede haber hiperplasia del tejido parenquimatoso vecino si el tejido que contiene el
foco inflamatorio cronico tiene la capacidad de autorregulacion.

Los elementos tisulares que son atacados pueden generar anticuerpos autoinmunes, o bien una
respuesta autoinmune mediada por células y las reacciones con los componentes autogénicos
de los tejidos aumentan el estimulo inflamatorio. Pueden producirse cambios del cuadro

sanguineo a consecuencia de la reaccidn inflamatoria créhiéa‘ilhabréfanemia al presentarse

pérdida de sangre, lmfocnlosns (por estimulo inmune), . opema (por utilizaciéon de los

leucocitos) o mds generalmente leucoc1tosns (por los estlmulos a'la produccion de leucocitos)

con neutrofi lla y eosmof ha El aumento de la proporcxon globulma/albumma (por incremento
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de la produccxén de globulma y pérdida de albimina en. el exudado mﬂamatono) produce el

aumento de la veloc1dad de sedimentacion de los globulos l'OJOS

2.1.3. Modclos“ex‘perimentales de inflamacién

Para estudlar el dolor se pueden producir respuestas mﬂama ‘r myectando en

animales. de laboratorio sustancias como: solucién’ de formaldehldo (formalma) clara de

huevo, levadura, dextrin o musgo de Irlanda. El efecto’ puede'evaluarse por: la’extravasacwn' )

del colorante marcador unido a la proteina, el aumento de volume ‘produmdo por el edema
(por ejemplo en el extremo de la pata de una rata), el aumento local de temperatura cutanea o}
la formacién de exudado celular (en las cavidades pleura] y perltoneal o por examen o

histolégico en tejidos SOlldOS) El eritema produmdo con rayos ultrav1oleta proporcxona un

bolsa subcutdnea, producida inyectando aire debaJo de la plel, dondeksc, orlg‘

granulomatosa.

Pueden desarrollarse modelos de trastornos inflamatorios que se parecen mucho a la
enfermedad inflamatoria crénica en el hombre con varias reacciones de hipersensibilidad
inmunolégica como la reacciéon de Arthus. Un proceso similar a la gota puede lograrse
inyectando cristales de acido urico en el liquido sinovial de las articulaciones. Los modelos
experimentales de inflamacion permiten estimar la potencia de compuestos antiinflamatorios
para empleo en el hombre y brindan una buena capacidad predictiva siempre que las
concentraciones plasmdticas no sean demasiado desiguales por diferencias del ritmo

metabolico entre el hombre y la especie animal utilizada para la prueba®®

Los modelos farmacodindmitos para experimentar nocicepcion e inflamacion en la mayoria de
los casos: son subjetivos y con alta variabilidad. En 1993 se publicé un nuevo modelo para
evaluar ana]gesna el modelo PIFIR?, En este modelo, a los animales utilizados se les provoca

una mﬂamacmn aguda parecida al cuadro clinico de la gota. Entre las ventajas que este
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procedimiento presenta sobre otros protocolos que han tratado.de medir"el dolor es que las
respuestas son reproducibles y con variabilidad menor rché@td :’é'f la pfesehlada en otros
-0 combinados como, por ejemplo,

dipirona con morfina®*?’ lo que da un amplio especff§ ‘dé,ipos'ibilidadés que bajo ciertas
circunstancias podrian aplicarse directamente en la cifniéé; En érlf’madelo PIFIR se ha evaluado
ademas, el IBU® y la potenciacién que ejerce la CAF:en ‘el ‘efecto antinociceptivo de
aspirina'’, tolmetina®' y ketoprofeno®. La evaluacién del "idokldt en el modelo PIFIR, paralelo al
muestreo sanguineo en las ratas, es un niétodo . utll rprara‘ determinar la relacion
farmacocinética-farmacodindmica y es, en especial, una hé:iainiehta para caracterizar las
interacciones entre fairmacos®’. Con esta ventaja se ha caractérizado la relacidn concentracion-
efecto de paracetamol®', ketorolaco®, diclofenaco®; y ﬁaracetamol“ y naproxeno®
combinados con CAF. Los resultados presentados por Grahadps Soto y col.3!3 sefialaron que
el modelo que mejor describié el comportamiento de los datos de paracetamol fue el modelo

Emax sigmoidal.

2.2. AAINEs

2.2.1. Clasificacién
Los AAINEs son una clase de compuestos que presentan tres actividades terapéuticas:

analgésica, antiinflamatoria y antipirética. Quimicamente estos firmacos pertenecen a
diferentes familias estructurales que no se relacionan entre si>’. Tabla 1. Frecuentemente son
utilizados en el tratamiento del dolor de tipo inflamatorio, en enfermedades musculo
esqueléticas y en dolor postoperatorio. Estos analgésicos, aunque pueden generar algunos

efectos adversos son muy “seguros” y se usan sin prescripcion médica en diferentes lugares

del mundo.

Este tipo de firmacos presentan diferente eficiencia con respecto a sus actividades

terapéuticas. Se ha observado que algunos de ellos son mas eficaces como analgésicos que
g e y . . A . . ,

como antiinflamatorios o viceversa®’. El hecho sugiecre que los cfectos analgésicos y

antiinflamatorios - pueden  ser el reflejo de un mecanismo no comiin. Diversas observaciones

Generualidades



Tabla 1. Estructura quimica de los precursores de cada familia de AAINEs.

11

PRECURSOR ESTRUCTURA QUIMICA DERIVADOS
OOH Aspirina
H Salicilato sédico
Acido saliciiico 0 Diflunisal
Sulfasalazina
Olsalazina

Para-aminofenol -

¥ CH:,COHNOH

Acetaminofén

Indol

Indometacina
Sulindac
Etodolac

Acido acético heteroarllico

Tolmetina
Diclofenaco
Ketorolaco

Acido arilpropidnico

Ibuprofeno
Naproxeno
Flurbiprofeno
Ketoprofeno
Fenoprofeno
Oxaprozin

Acido antranilico |

Acido mefenamico
Acido meclofenamico

Piroxicam
. Lo Tenoxicam
ci : ]
Acido enéllcp o Fenilbutazona
Oxyfentetrazona
Alcanonas Nabumetona

TR oo
FAL‘UA .UL‘.' wiall :!LN 1

Generalidades



compuestos. En 1984 Laska v

pubhcados y otros no,. en los

AAINEs+CAF.

2.2.3. El papel de 1a CAF en la antinocicepcién

Se ha reportado que la CAF por si misma ha sido capaz de producir efecto antinociceptivo en
algunos modelos animales de dolor’®*?, pero este resultado se presenté con dosis
considerablemente mas altas (mayores a 50 mg/kg) que las necesarias para potenciar el efecto
antinociceptivo de los AAINESs. Por el contfario, en el modelo PIFIR, la CAF sola no modificd
el efecto nociceptivo provocado'®'®2!. Una explicacion a estos resultados controvertidos
puede ser que los efectos de la CAF varien con las condiciones experimentales e intensidades
de dolor. Los efectos observados en otros modelos experimentales pueden ser falsos positivos,
ya que dosis elevadas de CAF provocan una actividad importante en el sistema nervioso
central generando un aumento en la actividad espontinea de las ratas, lo que puede ser
confundido facilmente en algunos modelos como una respuesta antinociceptiva. En el modelo
experimental PIFIR, la evaluac1on del efecto nociceptivo es realizada por un sistema
computacional que ev1ta la: generacnén de un falso positivo, de esta forma ha logrado detectar
que dosis elevadas de CAF no producen realmente un efecto antinociceptivo en este modelo y

si una a]teracnon 1mportanle de la conducta animal.
ha’ observado que la CAF ha sido efectiva contra el dolor de cabeza, pero la

Enel humano ;
respuesta analgesrca no puede ser interpretada facilmente porque este tipo de dolor es
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producto de mecanismos que_ no pueden ser evaluados con los modelos clésicos de dolor?®#344,

Tampoco hay ev1dencxa que la’ CAF en

sea capaz de producnr antmocxcepcnon en el humano.

Actualmente, la. utxlldad de la’ CA adjuvante ‘analgésico esta bien establecida®, En

modelos expenmentales de do n animales, se han probado combinaciones de

CAF con: ketorolaco® tolmetmaz" asplrma y ketoprofeno®. En la préctica clinica, se ha
probado la efectividad de mezclas de CAF con: asplrma12 17 acetaminofén'® e IBU***7, entre

otros trabajos. Lo que muestra una fuerte evidencia de que la CAF potencia el efecto

antinociceptivo de los AAINEs.

2.2.4. Mecanismos participantes en la potenciacion observada con las combinaciones de
AAINEs y CAF

Recientemente se han discutido dos tipos de mecanismos que pﬁeden influir en la potenciacién
del efecto antinociceptivo que la CAF presenta al combinarse con este tipo de farmacos:

Mecanismos farmacocinéticos y mecanismos farmacodinamicos*®

2.2.4.1. Mecanismos farmacocinéticos B

Existen reportes donde mencionan que la CAF fue cépai de modificar la acidez gdstrica
(disminuyd el pH) asi como los flujos géstrico y hepético49'5°. Por lo que se ha sugerido que la
CAF aumenta la biodisponibilidad de los AAINESs por incrementar su absorcion (dado que son
acidos débiles) o retardar su eliminacién (por la reduccion del flujo sanguineo hepatico). Hay
referencias donde mencionan que, en efecto, la CAF si incrementé las concentraciones
plasmaticas de, por ejemplo, aspirina®"*? y acetaminofén en ratas'® y en humanos'’. Sin
embargo, también hay reportes donde indican que la CAF redujo las concentraciones
plasmaticas de acetaminofén®® y aspirina® en ratas. Los resultados parecen contradictorios

pero dependen de los modelos y condiciones experimentales utilizadas.

Por otro lado, diferentes investigadores indican que aunque la CAF fue capaz de incrementar

el efecto antinociceptivo de una gran variedad de AAINEs, no existi6 una modificacion

. . P .2
significativa de la farmacocinética de estos compuestos'8 '
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Otra posibilidad que puede explicar la amphﬁcacnon del efecto antmocnceptlvo radica en el
incremento de la biodisponibilidad de la CAF producnda con la coadmlmstracxon de AAINEs,
°n 6 elos de plancha caliente

dado que la CAF present6 efecto antmocweptlvo mtrmseco o
y Randall-Zellito®®*. La biodisponibilidad de la C vdojbest‘udlada después de

administrarla con este tipo de compuestos en la combmacm dqsis ‘que se sabe produce

potenciacion de la respuesta antinociceptiva y, en todos los’ casos,‘ la biodisponibilidad de la

CAF no se modificé significativamente?®**,

Finalmente, los datos disponibles sugieren que‘la potenciacion del efecto antinociceptivo de
los AAINESs por la CAF no se debe a una interaccién farmacocinética, por lo que es probable
que la amplificaciéon del efecto analgésico sea producto de un mecanismo de accidn

farmacodindmico.

2.2.4.2. Mecanismos farmacodinamicos

La CAF es un antagonista no selectivo de los receptores de adenosina y en algunos sistemas
fisiolégicos bloquea los receptores A, y A;°®. Hay evidencia de que la adenosina toma parte en
la iniciacién o amplificacién de la informacién nociceptiva en la periferia®’, por lo que se
sugirié que el incremento en la antinocicepcion de los AAINEs se debe a un bloqueo de la
adenosina. Sin embargo, resultados recientes mostraron que la adenosina no posee ninguna
habilidad pronociceptiva por si misma. Contrariamente a lo esperado, la adenosina fue capaz
de facilitar el efecto antinociceptivo del ketorolaco por activacién de los receptores A, de
adenosina, probablemente a nivel central'®. Estos resultados concuerdan con lo reportado por
Malmberg & Yaksh®® quienes observaron un sinergismo aditivo con las combinaciones de

ketorolaco y L-PIA (L-fenil-isopropil-adenosina) un agonista del receptor A de adenosina.

Evidencias experimentales sugieren que un efecto periférico de la CAF, que también involucra
un incremento en el GMPc local, participa en la potenciacion del efecto antinociceptivo. Se
report6é que la administracién local de L-NAME, un inhibidor de la sintesis de 6xido nitrico,
fue capaz de bloquear la potenciacion mostrada por la CAF al combinarse con ketorolaco

Estos resultados sugieren la participacién de la via L-arginina-6xido nitrico-GMPc en la

antinocicepcion.
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1 cal de. 8-Br-GMPc en. Ia admmlstra 'on de la.

Otro estudio mostré que la admlmstramé
combinacién ketorolaco Yy CAI" mcrementé e'l efeclo antmomceptxvo obt

combinacién, sin embargo, el compuesto 8-Br-GMPc no potencié el efecto antmomceptlvo del’" k

ketorolaco solo ni produjo efecto ant1noc1cept1vo por si mlsmo Estos ultlmos resultados

pueden explicarse por una raplda degradacuﬁn del nucledtido. La CAF' es un’ mh1b1d0r no

especifico de las fosfodiesterasas®, asi que la administracién de 8- Br-GMPc fue efectlva en

presencia de CAF porque su degradacion fue prevenida. Estos estudios apoyan la teorla de que

la CAF activa la via periférica 6xido nitrico- GMPc ya sea de manera dlrecta o} mdlrecta

La induccidén de la antinocicepcién presentada por la CAF depende de la- actlvacmn

colinérgica ya que se ha reportado que esta es antagomzada por los: antagomstas muscarinicos

atropina y pirenzepina® . La actlvaclon de~v1as centrales serotomnerglcas y noradrenérgicas

(pero no dopaminérgicas) Juegan un pa‘ el m rtant e e] efecto antmocnceptlvo42 7. Otros

mecanismos de accion propuestos son la est1mulac1on del s1stema nervioso central,

movilizacién intracelular del calcxo 6! ""'las umones a receptores “de benzodiazepinas®?. Sin

embargo, algunos de estos mecarusmos son ctwados a: dosxs de CAF mas altas que las

utilizadas como adJuvante

En resumen, la CAF -incrementa la actividad antinociceptiva de los AAINEs por multiples
mecanismos farmacodinamicos, probablemente algunos de ellos no descubiertos atin, por lo

que es necesario realizar mas investigacion al respecto.

2.3. Monografias de los farmacos en estudio

El IBU es un farmaco analgésico-antiinflamatorio no esteroide derivado del 4&cido
arilpropionico. Quimica y clinicamente esta relacionado con el ketoprofeno, el naproxeno y el
flurbiprofeno. La CAF es un alcaloide perteneciente al grupo de las metilxantinas. Otros
compuestos de este grupo son la teofilina y la teobromina. A continuacién se menciona

informacién mas detallada sobre el IBU y la CAF.

JNIRNRATAR
FA.JJJf i) ‘J i xluxuN
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2.3.1. Ibuprofeno

CHSCI:HCH :
CH,

Férmula molecular: C3H,30;

Peso molecular: 206.3

2.3.1.1. Propiedades fisicas
Polvo o cristales blancos con un olor caracteristico. Punto de fusién 75-77°C. Practicamente

insoluble en agua; soluble 1 en 1.5 de alcohol, 1 en 1 de cloroformo, 1 en2 de étery 1 en'1.5

de acetona; soluble en soluciones alcalinas acuosas y en carbonatos. Tiene un valor aparente

de pKa de 4.4%,

2.3.1.2. Farmacocinética y metabolismo ,
El IBU se absorbe con rapidez en el tracto gastrointestinal y las concentraciones plasrﬁéticas
maximas ocurren de 1 a 2 h después de su ingestion. La vida media plasmadtica es de alrededor
de 2 h. El IBU se une en forma extensa (99%) a las proteinas plasmaticas, pero s6lo ocupa una
fraccién de todos los lugares de unién con farmacos en las concentraciones habituales. Pasa
con lentitud a los espacios sinoviales y puede permanecer alli en concentraciones mayores
cuando las concentraciones plasmaticas disminuyen. En los animales de experimentacion el
IBU y sus metabolitos atraviesan la barrera placentaria con facilidad. La excrecién es rapida y
completa. Mas del 90% de una dosis ingerida se excreta por la orina como metabolitos o sus
conjugados. Cerca del 1% es excretado en orina de manera inalterada. Los metabolitos

principales son un compuesto hidroxilado y uno carboxilado®.

2.3.1.3. Vias de administracion y dosis

Para la artritis reumatoide y'la osteoartritis es posible administrar hasta 3.2 g de IBU al dia por
via oral en dosis divididas, aunque la dosis habitual es de 1.2 a 1.8 g. También puede ser
posible reducir la dosis con fines de mantenimiento. Para el dolor leve a moderado, en especiai

el de la dismenorrea primaria, la dosis habitual es de 400 mg cada 4 a 6 h segiin sea necesario.

—E
| AL s outBI ]

Generalidades




17

Puede ingerirse con leche o allmemos para minimizar. los efectos colaterales gastromtestmales

La seguridad y eficacia del IBU en nifios no se ha establecxdo del todo. Tamblen se puede

aplicar topicamente como crema o gel al 5%.

El IBU usualmente se administra como base pero también se utilizan varias sales, ésteres u

otros complejos, estos incluyen aluminio, lisina y sales de 'iso lio:o gudyéédl -y ésteres de

piridoxina. Algunas de las afecciones en donde ha probado Vsu ef' cac1a es en dolor por

68,69 570 72 Tamblén puede reducir

dismenorrea®%’, dolor de cabeza procedxmxentos dentale

los requerimientos de opioides en una cirugia mayor yen pacxentes con dolor producido por

cancer”

2.3.1.4. Efectos toxicos : :
El IBU se ha utilizado en pacxentes ‘con ulcerac1on peptlca conoc1da o antecedentes dev

intolerancia gdstrica a otros agentes tlpO aspmna A pesar de e]]o suelv

suspender el tratamiento enun 10 a 15% de. los pamentes debxdo a mtoleranc1a al ompuesto

De los pacientes que toman. IBU un-5 a 15% experlmentan efectos ‘ colaterales
gastrointestinales; los' mas comunes son epigastralgia, nduseas, perSlS y- sensacxén de
“plenitud” en el tracto gastrointestinal. No obstante, la incidencia de estas acciones colaterales
es menor que la ocasionada por la aspirina o la indometacina. Es infrecuente la_pérdida oculta
de sangre. Se han informado otras acciones colaterales con menor frecuenciaﬁue incluyen
trombocitopenia, erupciones cutdneas, cefalea, mareos y vision borrosa; en unos pocos casos
se present6 ambliopia téxica, retencién de liquido y edema. Los pacientes que desarrollan
alteraciones oculares deben de suspender el tratamiento. EI IBU no se recomienda en las

mujeres embarazadas ni en las que estdn amamantando®®

2.3.2. Cafecina

H, TER 7R

V1
Formula molecular: CgH;gN4O; Ff‘x.uhn i u.i‘\luﬂaN
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Peso molecular: 194.2

2.3.2.1. Propicdades fisicas
Cristales blancos inodoros, sublima ficilmente. Su solubilidad es de 1 en 60 de agua,

facilmente soluble en agua hirviendo y en cloroformo, ligeramente soluble en alcohol y en
éter. Se disuelve en soluciones concentradas de benzoatos alcalinos o salicilatos. Es un
"alcalo‘ide obtenido del té de las hojas secas de Camellia sinensis. También se prepara
sintéticamente. El puntode fusién esta entre los 234-239°C. Cuando se cristaliza en agua, la
CAF contiene una pibl'e"cula de agua de cristalizacién pero cuando se cristaliza en etanol,

cloroformo o éter, es anhidra. Se descompone en soluciones de bases fuertes”

La CAF (trimetilxantina) es un estimulante general‘de todo:el snstema nervxoso central Tlene‘

un efecto antagonista en los receptores centrales de la’ denosma Puede estlmular 1 centro.

respiratorio incrementando la velocidad y la profundldad de la resplraclon por Io que en

ocasiones se utlllza para tratar la apnea en neonatos. La CAF famllta e ‘
muscular. Su accién diurética es mas débil que la que presenta la teoﬁlma En dosns usuales, la
CAF actia principalmente sobre la corteza cerebral, aumenta_ndo ’el :estado de alerta y
disminuyendo la sensacion de fatiga. Posee ligera accion di_lizitédoré‘sobré arteriolas pero
estimula el centro vasomotor del bulbo y el efecto neto sobre la presion arterial resulta muy
poco afectado. Se consume principalmente formando parte del ‘té, el café y otras bebidas®®
Una taza comun de café contiene de 85 a 150 mg de CAF’, esta bebida se consume por gran

parte de la poblacién mundial.

2,3.2.2. Farmacocinética y metabolismo

La CAF se absorbe ficilmente después de su administracién oral y es ampliamente distribuida
a través del cuerpo. Tiene un pKa de 14 y un coeficiente de particién de 0.85. Las
concentraciones plasmaticas médximas son obsefvadas' aproximadamente de 30 a 60 min
después de la- administracién oral y pueden oscilar de 15 a1 20 min pdr las variaciones en el
vaciamiemb‘gést;icbg.‘ ,

La CAF sel‘ébfs.’;‘)"r'l’qé:e{i_‘tralj\i'és de la p‘ié‘l. La absorcion después de la administracion rectal de un

supositorio puede ser lenta y erratica y la absorcién después de una inyeccién intramuscular
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puede ser mas lenta que la absorcnén oral‘ La CAF pasa fécnlmente al’ 51slema nervxoso central

yala saliva. Se presenta en bajas concentracxo es en la leche matemu y tamblen cruza la

barrera placentarla v

En humanos, el volumen

y acetilacion y se excreta en orma“_

1,7-dimetilxantina (paraxantma)

han demostrado que la vida medla varia en las especws raton O 7 h rata 0.8

mono 3.2 h°.

El metabolismo de la CAF ha mostrado ser dosis dependiente. La depuracion baja cuando la
dosis se incrementa,‘lo'que sugiere un metabolismo saturable. La vida media disminuye por el
consumo de tabaco y‘por el gjercicio y aumenta por enfermedades hepaticas como la cirrosis y
la hepatitis viral y también durante el embarazo. No varia en la edad adulta o por la obesidad.
En humanos, la cinética ha sido reportada como lineal a intervalos de dosis en los que se ha
trabajado (50 a 750 mg via oral). En roedores, también ha sido reportada la cinética no lineal

en dosis tan bajas como 10 mg/kg’.

2.3.2.3. Vias de administracién y dosis

La CAF se administra via oral en dosis de 50 hasta 250 mg. Frecuentemente es incluida en
preparaciones analgésicas con aspirina, paracetamol o codeina. El citrato de CAF se ha
utilizado de manera similar. La CAF puede incrementar la absorcion de ergotamina por lo que
a veces se administra con ella para tratar la migrafia. Algunos investigadores han reportado

que la CAF ofrece pocos beneficios para el tratamiento del dolor’,
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Para otros, la inclusién de CAF en mezclas con ana]gesxcos-antlplreucos esta poco Justlﬁcada ,
La CAF contenida en una dosis recomendada probablemente sea demasxado pequena para que
ejerza accion apreciable sobre la mayoria de:los adultos -que ya han adqulrldo cierta tolerancia
a la CAF por el consumo del café y del té. En un tiempo se admitié que la CAF fac1lltaba la
absorcion de analgésicos y antipiréticos, pero el héchd no se ha demostrado. Estas mezclas
pueden obtenerse sin receta y mucha gente las consume pensando que son panaceas para
cualquier malestar general. Cuando, como ocurre frecuentemente, se toma una dosis mayor
que la recomendada con té o café, la dosis combinada de CAF puede ejercer una accidon
estimulante importante y esto quiza sea un factor para el abuso de los analgésicos. En general,
la opinion de los especialistas esta en contra del empleo de combinaciones fijas de fairmacos
en tabletas. Si, por ejemplo, es necesario un tratamiento combinado de aspirina y codeina, es
facil preparar una mezcla extemporéneé‘ de estos productos26 Por el contrario,. ”otros
investigadores han demostrado que el uso adyuvanle de CAF puede incrementar la actlvxdad

analgésica en ciertos malestares mediante una combmacxon adecuada®*282%69,

2.3.2.4. Efectos toxicos R , ’
En dosis de 300-600 mg la CAF produée ihsomnib, inquiétﬁd; . a;r)sied‘ad; confusion,
palpitaciones, temblor fino, vértigo, trastornos de visién, audiciéon y cefalea. En personas que
no suelen tomar bebidas que contienen CAF estos efectos son mas notables y se presentan con
dosis mads bajas que en los que las acostumbran. Las dosis de CAF que ponen en peligro la
vida deben estimarse a partir de estudios de toxicidad en animales, ya que se disponen de muy
pocos datos en el hombre. Al parecer son cercanas a 100 mg/kg y muy superiores a las que
podrian ingerirse con bebidas que contienen CAF. En pruebas in vitro la CAF ha probado ser
mutagena y en pruebas con animales ha demostrado accién teratdgena. Su uso tan amplio no

sugiere peligro de este tipo excepto cuando el abuso es considerable2®

2.4. Modelaje farmacocinético-farmacodinimico

2.4.1. Conceptos

La farmacocinética estudia el curso temporal del fairmaco administrado con la consecuente

absorcion, distribucion a tejidos corporales, metabolismo y finalmente eliminacion.

Generalidades



21

Usualmente se determman concentraclones .en plasma o suero en funcxon del tlempo para
77 ; : : £ S

caracterizar estos procesos : : : o : o
La farmacodmamza estudla la relacuin entre la concentrac:on del farmaco en el smo de accnon )

y sus efectos resultantes en

A menudo no es posible medir la yconce‘ntréd»(:')‘n del ,férrniaco"e’p’el "sbiti_o‘ receptor, por lo que el
andlisis farmacodindmico requiere asumir que lé;bdriéétjtrféibﬁfdél férmat:o en sangre o en
algin otro fluido biologico extraible esta relacionada a lé"cdnc‘entraCién en el sitio receptor.
De esta manera se obtiene una gran comprension de la relaciéon éntre la dosis administrada y la

magnitud dcl efecto farmacoldgico resultante al combinar ambos tipos de datos en modelos

matematicos.

Antes de elegir el modelo mas apropiado deben visualizarse las gréficas de efecto ébntra ,
tiempo de cada sujeto para obtener informacion preliminar de la relacién dosié-respuesta, del
curso temporal del efecto después de administrar diferentes dosis del compuesto a evaluar y
del desarrollo del sistema en ausencia del firmaco (por ejemplo, después de la administracion
de un placebo). Tales graficas pueden revelar caracteristicas importantes de la relacion
concentracién-efecto como: linearidad, efecto maximo alcanzado, desarrollo de tolerancia, un
“lag™ entre el pico maximo de la concentracion y el pico maximo del efecto y el grado de
variabilidad inter-individual en la respuesta. Una vez que se han examinado los datos y
tomado algunas decisiones preliminares se puede seleccionar un modelo matematico para
explicar la relacién concentracion-efecto. A continuacién se describen brevemente los

modelos farmacocinéticos-farmacodindmicos més utilizados’’

2.4.2. Modelo lineal
Este modelo se ha utilizado para describir la relacion entre la concentracién del farmaco y un

intervalo de efecto farmacolégico para algunos farmacos seleccionados. El modelo toma la
forma de la ecuacion para una linea recta: S

£ =8C+E, ; (1]

donde:
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E = intensidad del efecto

C = concentracion del farmaco

S = pendiente de la linea

Ey = valor del efecto cuando no hay farmaco presente 7 ;

Los pardmetros para este modelo pueden ser obtenidos por régresién lineal simple. Este
modelo es Gtil porque predice que no hay efecto en ausencia de farmaco, sin erhbargo, no es
capaz de predecir un efecto maximo en farmacos que estimulan una res;‘me's'ta ﬁsiélégica. Otra
deficiencia del modelo es que para muchos farmacos la relacidn entre la concentracion.y el
efecto es lineal sélo en un intervalo medio de concentracion de farmaco por lo que ‘a

concentraciones bajas o altas el modelo lineal puede predecir inexactamente efectos

farmacolégicos.

2.4.3. Modelo log-lineal

El modelo log-lineal es una adaptacién del modelo Hneal:

E=SlogC+1 2]
donde:
1= constante empirica (no tiene significado fisiologico real)
Al usar el logaritmo de la concentracion del farmaco (log C) se estrecha o comprime el eje de
las abscisas y hace que el intervalo medio de la curva concentracién-efecto sea
aproximadamente lineal, por lo que la utilidad mas grande de este modelo es la capacidad de
predecir el efecto farmacoldgico entre aproximadamente el 20-80% de la respuesta maxima.
Sin embargo, el modelo no tiene la capacidad de predecir un efecto cuando la concentracién
de farmaco es cero. Tampoco puede predecir un efecto maximo, por lo que, el modelo log-

lineal al igual que el modelo lineal no son aptos para un andlisis farmacodinamico completo.

2.4.4. Modelo E;ax
Es el modelo mas simple que puede describir adecuadamente la relacién concentracidon-efecto

sobre un amplio intervalo de concentracion de farmaco:

Emax C
SR .- (3]

donde:
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E = efecto alcanzado por la concentracién C

Enax = respuesta maxima posible que puede ser atribuida al fairmaco

CEsp = concentracion que produce el 50% del efecto maximo

Este modelo es til en situaciones donde el efecto se incrementa cuando aumenta la
concentracion del firmaco y también predice que cuando la concentracion del farmaco es cero
no habra efecto. El modelo Enax es consistente con lo que a menudo se observa clinicamente:
pequefios incrementos en la concentracién del firmaco son necesarios para observar grandes
incrementos en el efecto hasta alcanzar una asintota o un punto en el que ya no hay aumento

de efecto aunque aumente la concentraciéon de farmaco.

2.4.5, Modclo Epax sigmoidal
El modelo Ema sigmoidal puede ser usado cuando por simple inspeccién visual la gréfica de

concentracién-efecto revela un patrén de respuesta en forma de “S”:
E_.C"
max

E=
CEn 1 C [4]

donde:
n = coeficiente de Hill, constante que describe la pendiente de la curva. Cuando n = 1 el

modelo es idéntico al modelo Emqx. Se han hecho algunas propuestas para darle al valor de n
un significado fisioldgico en términos de la teoria del receptor pero esto no ha sido del todo
probado. Al incorporarse el valor de » puede, en algunos, casos mejorar substancialmente el

ajuste de los datos a este modelo.

2.4.6. Modelo E gy inhibitorio
Como una alternativa para los farmacos inhibitorios se puede usar el modelo Egay inhibitorio.

En este modelo el efecto es sustraido de la respuesta cuando no hay farmaco presente:

E=FE. — EmaxC

0" Clp+C ]

donde:
Ey = efecto observado cuando no hay farmaco presente
Enax = reduccion maxima de respuesta debido al farmaco y

Clso = concentracion que produce el 50% de inhibicion del Epay.
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En este modelo, la forma de la curva es inversa, la pendleme es. negatlva y el efecto’ ﬁsnologlco

maximo es observado cuando la concentracién del farmaco es cero. El modelo E.,m mhxbnono

puede ser usado en tres dlferentes formaS' tomando a Ey- como una constante usando Eo para

calcular el efecto y asumiendo Emdx igual a Eo. En estos casos Ia ecuac:on baswa por si mlsma

permanece inalterada pero las suposiciones usadas en cad uso de la ecuacnén dlﬁeren y

ad bservada duranle el perlodo en

dependen en gran parte de la interpretacién de la varlab'

el que se administra el placebo.

asintética mds pequeiia y menores 1ntervalos“d : ) _al 95% para los parametros
estimados. La comparacién de los valores del coeﬁcneme de determinacién (r) es usada
especialmente cuando se escoge entre modelos que involucran diferentes magnitudes de
niimeros como se observa en el modelo inhibitorio y el modelo Enyax sigmoidal. La grafica de
residuales (que refleja la diferencia entre valores observados y valores estimados) contra, ya
sea tiempo o concentracion, debe resultar en una distribucion aleatoria. La prueba de F y el
criterio de Akaike también se han propuesto como herramientas estadisticas para decidir el
modelo mas adecuado. La decision dependera de muchos factores incluyendo: el farmaco
utilizado, la respuesta a ser evaluada, el efecto observado después de la administracion del
farmaco y/o placebo, el grado de linearidad en la curva concentracion-efecto y ¢l potencial
para alcanzar la maéxima respuesta, entre otras cosas. Asi que ¢l elegir el modelo
farmacocinético-farmacodinamico mds adecuado para describir el comportamiento del

farmaco debe hacerse por observacion directa de los datos junto con procedimientos

estadisticos apropiados’’
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CAPITULO III

Seccion experimental

3.1. Estudio farmacodindimico S .
En esta parte se describe la forma de evaluar el efecto antinociceptivo del IBU y de la

combinacion IBU+CAF.

3.1.1. Compuestos y reactivos biolégicos S :
Los compuestos IBU, CAF y 4cido trico adquiridos de: Sl;’ ma, Chemlca] Company (St Lou1s

MO) El IBU y la CAF se suspendieron en carboxi‘mye;t‘ ' c;-ac_:lﬁdo urlco,en

aceite mineral. Los demas reactivos utilizados fueron gradc

al‘j:200 g de peso. Los

Los experimentos se realizaron en ratas vW»ist'a"r macho’: {
el:Comité de Investigacién de la

procedimientos se ajustaron a las recohiénda;iiohe
Asociacién Internacional para el Estudio delD(k)'l,'o‘r'?? : ’s“i_;Gijfas en Estandares Eticos para
Investigaciones de Dolor Experimental'ven Ahithéleé79."'Laé‘!fat‘tiS se colocaron en un cuarto
especial para animales a temperatura ‘coristahté: de‘22°C con ciclos alternos de 12 h de
luz/oscuridad. Doce horas antes de los experimentos se les privé de alimento y tuvieron libre

acceso al agua todo el tiempo.

3.1.2. Evaluacion de la actividad antinociceptiva

La intensidad y el efecto del analgésico se midié con el modelo PIFIR?,

En este modelo los animales recibieron -bajo los efectos de una ligera anestesia con éter- una
inyeccion intraarticular de 0.05 mL de 4cido trico al 30% en la articulacion derecha (rodilla)
para inducir nocicepcién, Figura 1.

Inmediatamente después se les adhiri6 a las patas trasieras un electrodo, Figura 2.

Una vez que se recuperaron de la anestesia los animéles se colocaron en un cilindro de acero

inoxidable de 30 cm de diametro, Figura 3,
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El cilindro se roto a, 4 rpm. La variable medida fue el tiempo de contacto entre cada pata y el

piso del ¢ilindro: Cuando el eleclrodo colocado en la pata del ammal hlzo contacto con el plso,

del cilindro, se cerré.un circuito y el tiempo en que el cnrcuxto permanecxo cerradc ‘
en una computadora. Los periodos de rotacion fueron de dos m1 ' dc‘sciéhsél_r"a
la rata por 15 6 30 min, Figura 4. i o
Después de la administracién del 4cido trico las ratas desanollar resiva ,dlsﬁmcmn' '
de la articulacién, esto se registr6 como una disminucién del txempo ‘de contacto entre la pata
{funcnonahdad en porcentaje

derecha y el cilindro. Los resultados se expresaron como indlce ]

(IF %) que se calculo dividiendo el tiempo de contacto de la pata derecha administrada con

acido urico entre el tiempo de contacto de la pata 1zqu|erda control y el resultado multiplicado

por 100.

Aproxxmadamente después de 2 a 2.5 h de admlmstrado el acido trico el mdlce de
funcionalidad fue cero. En este. momento los ammales recibieron una dosis oral” del o:los
compuestos a utilizar suspendidos en el vehlculo adecuado y los registros se llevaron a cabo
durante las 4 h siguientes. El recobro del indice de funcionalidad fue considerado como una
expresion del efecto analgésico del farmaco o de la combinacion de compuestos

administrados, Figura 5.
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Figura 3. Registro del indice de funcionalidad.
A. Computadora, B. Interfase, C. Electrodos,
D. Motor y E. Tambor
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Figura 5. IF antes y después de la administracion del analgésico.
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3.1.3. Estudio farmacodinamico preliminar

El protocolo experimental consistidé en grupos de ratas a las que se les admmlstré IBUo la
combinacién IBU+CAF por via oral. Las dosis utilizadas de IBU- fueron -5, 6 10.0,-17:8, 31 6, |
56.2 y 100.0 mg/kg. Las dosis de CAF fueron: 10.0, 17 8 'y 31 6 mg/kg Estos valores se
ar ilca : Se admlmstraron dosxs

eligieron con incrementos de 0.25 unidades en: escala o

combinadas de IBU+CAF para analizar Ias p051bles

raccxones smerglstlca_s (18

combinaciones en total).

Los tiempos de muestreo farmacodmam o se reallzaron a: 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1 5 2 0, 2 5, ‘
3.0, 3.5 y 4.0 h después de la admmlstraclon del o los compuestos. También se trabajaron :
grupos de animales control que sélo recxbleron los vehiculos correspondientes. En estudlos
previos en el modelo PIFIR se trabajé con la morﬁna (compuesto prototipo de los oploldes), el
4cido acetilsalicilico (analgésico prototipo de los compuestos no esteroides) y la CAF 19.27 Los
datos obtenidos en esos experimentos se utilizaron para ubicar la curva dosis respuesta del

IBU. Al término de los experimentos las ratas se sacrificaron por dislocacion cervical.

3.1.4. Manejo de datos y analisis estadistico

La antinocicepcién se estimé como el recobro de la funcionalidad de la articulacién o el
aumento del IF. El efecto antinociceptivo acumulado durante el periodo completo del
experimento se determind como drea bajo la curva del efecto (ABCg) para obtener la curva
dosis-respuesta y analizar el efecto antinociceptivo del firmaco solo y combinado con CAF.
Las ABC se calcularon por la regla trapezoidalso. El valor maximo de ABCg (%h) que se
puede alcanzar bajo estas condiciones experimentales es de 375 unidades de area. Si el ABCg
de la combinacién IBU+CAF es mayor que la suma algebraica de las correspondientes ABCg
individuales de IBU y de CAF, el resultado se considera como potenciacién. Si el ABCg es

similar a la suma_,yfcvlg:l las ABCg individuales el resultado se considera como efecto

antinociceptivo aditi

éSta :se “ajustaron al modelo Ep,. sigmoidal mediante el programa de
‘lm V2.0A. La interaccién entre IBU y CAF se evalud con un analisis

de varlanza de dos 'faclores Los valores observados de ABCg de las combinaciones fueron

Seccién experimental



29

comparados .con los valores del efecto antinociceptivo de IBU,solo,v,usando” la-prueba s de

Student,

3.2. Estudio farmacocinético
En esta parte se describe el procedimiento para determinar los niveles plasmaticos de IBU

mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién.

3.2.1 Estindares y reactivos

El IBU fue donado por Upjhon, México. El compuesto presenté 99% de pureza.

El 4cido mefendmico, utilizado como estdndar interno y la CAF se adquirieron de Sigma
Chemical Company (St Louis MO).

El acetonitrilo y metanol grado cromtitogréﬁco y el dcido fosférico al 86% grado reactivo
analitico fueron adquiridos de J.T. Baker, Mallinckrodt Baker S.A. de C.V,

Se utilizé agua desionizada obtenida de un sistema Simplicity 185 Millipore.

3.2.2 Material y equipo
Para la determinacion analitica de IBU en plasma se utiliz6 el siguiente equipo:

Cromatografo de liquidos Perkin Elmer Series 200 LC equipado con bomba binaria, inyector
manual y detector de UV de longitud de onda variable modelo 785 (Programmable
Absorbance Detector) Applied Biosystems. Loop de 20 pL. La integraciéon de los picos se
realizé en la computadora con el programa PE Nelson-Turbochrom (Perkin Elmer, Norwalk
CT).

Columna Symmetry C;3 (Waters) con tamaifio de particula de 3.5 pum, medidas de 4.6 x 75 mm
y una precolumna Security Guard Phenomenex C;g (ODS, octadecil) 4 mm L x 3.0 mm ID.
Bafio de ultrasonido 3210 Branson (Branson Ultrasonic Corporation, Eagle Road, Danbury
CT)

Centrifuga ECMicro-MB Centrifuge (International Equipment Company)

Balanza analitica Mettler AE163
Agitador vortex Thermolyne Maxi Mix
Estufa EELISA TRATS 0T
Micropipetas Pipetman, Wilson. AL o ougBN
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3.23. Soluclones
. Solucxon patron de IBU: En un matraz volumétrico de 10 mL se colocaron 30 mg del

estandar de IBU _se disolvié con . acetonitrilo y- se- aforo con--el- mismo- dlsolvente ‘La

concentrac16n final de la solucién fue de 3 mg/mL.

* SolucuSn de aCldO mefenamico (estandar mtemo) En un matraz volumetnco de’ 10 mL se
colocaron 10 mg del estandar de 4cido mefenamnco se disolvié ‘con acetonitriloy se aforé con’’
el mismo dxsolvente La concentracién final de la solucién fue de 1 mg/mL A partlr de esta

solucion se preparo una soluc1on de 4cido mefenamlco en acetomtnlo a una concentracxén de

40 pg/mL

¢ Fase m6v11 La fase mévil que se utilizé fue acetomtrllo agua metanol amdo fosférico
(58:37: 5:0. 05 v/v/v/v) Antes de utilizar la. fase se ﬁltro a través de una membrana de 0.45um

y se desga51ﬁc6 en bano de ultrasomdo durante 10 mm

. Solucwnes de IBU en plasma: Las curvas de cahbraclon de IBU en plasma se prepararon
con plasma de rata libre de farmaco en un intervalo de concentracion de 2.5 a 100 pg/mL de la

manera 1lustrada en la Figura 6.

TE&-I ') (‘DN
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Soluclén patdn
de thuprofeno
(3mg/mL.)

1 0.012 mL

Plasma
(0.348 mL)

100 jig 1BUMHL

l 0.162 mL

Plasma
(0.162 mL)

Fewg Ui

/. AN
0.100 mL // . 0.024 mL
” -
Plasma Plasma Plasma
{0.100 mL) (0.216mL) | 0.090ml4 (5090 mL)
%25 ug IBUML 5 g IBUIML 25 g BUML

Figura 6. Preparacidn de la curva patrén de IBU en plasma

3.2.4. Método analitico para la cuantificacién de IBU en plasma

Las concentraciones plasmiticas de IBU se determinaron empleando un método de
cromatografia de liquidos de alta resolucion previamente reportado por Shah y col.?! con
algunas modificaciones. Brevemente el método consisti6 en que a muestras de 0.05 mL
plasma se les agrego 0.100 mL de solucion de acido mefenamico en acetonitrilo (40 pg/mL).
Las muestras se agitaron en vortex a maxima velocidad durante 1 min y se centrifugaron a
5000 rpm durante 15 min. Se inyectaron alicuotas de 20 pL de sobrenadante al sistema
cromatografico. La respuesta en todos los casos se determind por el cociente resultante del

area del pico de IBU entre el area del pico del acido mefenamico.

T

i CON

3.2.5. Validacién del método analitico FALLA Dk URIGEN

3.2.5.1. Selectividad
La selectividad del método se determiné verificando que los componentes endogenos de la

matriz bioldgica utilizada (el plasma) y la CAF no interfirieran en la determinacion del IBU y
del estandar interno. Las muestras de plasma de rata libre de fdrmaco, asi como muestras de

plasma con el IBU, el 4cido mefenamico y la CAF se procesaron en forma individual.
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3.2.5.2. Linecaridad del sistema

A fin de determinar la linearidad del snstema se prepararon de manera independiente 3 curvas
patréon de IBU en acetonitrilo. en un mtervalo de concentracion de 2.5 a 100 pg/mL, Se grafico:
la relacion de dreas de los pxcos de IBU/ac1do mefendmico con respecto a la concentracion de

l"coeﬁcwnte de correlacion (r), la pendiente (b), la

IBU. Para cada curva se: dete I
ordenada al origen (a) y un anallsls d‘é_varlanza para probar que la regresion fue significativa,
Este analisis determina si‘la-ecuacién de regresion calculada describe adecuadamente la

relacion entre las dos variables y si puede utilizarse con fines de estimacion®.

3.2.5.3. Lincaridad del método
La linearidad del método se determind preparando de m
de IBU en plasma en un intervalo de concentracién de 2 5 a 00; p.g/mL Se graﬁco la relacxén

a ndve‘pe'ndiente 3 curvas patron

de éreas de los picos de [BU/acido mefendmico con respecto a la concentracnon deY‘HBU Para

cada curva se determiné el coeficiente de correlacion ™), la pendlente (b), la ordenada aI

origen (a) y un andlisis de varianza para probar que la regresxén fue. 51gn1ﬁcat1va

3.2.5.4. Repetibilidad y reproducibilidad

La repetibilidad se evalué en un mismo dia de trabajo bajo condiciones idénticas de equipo,
laboratorio y analista. Se prepararon 5 soluciones de IBU en plasma en un intervalo de
concentracién de 2.5 a 100 pg/ml.. Cada solucidn se analizé por sextuplicado y se calculd el
promedio, la desviacidn estandar y el coeficiente de variacion en porcentaje.

La reproducibilidad se evalué analizando por sextuplicado 5 soluciones de IBU en plasma en

dos dias diferentes y se calculd el promedio, la desviacion estindar y el coeficiente de

variacién en porcentaje.

3.2.5.5. Exactitud

La exactitud se evalué analizando por sextuplicado 5 soluciones de IBU en plasma con
respecto a una curva de calibracion en plasma preparada independientemente de las muestras.
Se graficaron las concentraciones recuperadas en funcion de las concentraciones aﬁadid@é de

farmaco y se calculé el coeﬁéienlc de correlacion (r), la pendiente (b), la ordenada al origen
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(a), el analisis de varianza de la regresion y el intervalo de confianza al 795% para los valores

de la pendiente y la ordenada al origen.

3.2.5.6. Recobro absoluto
El recobro absoluto se determiné analizando 3 curvas palrén de IBU n.

ma y tres curvas

patrén de IBU en acetonitrilo preparadas a los niveles de concentracxon establemdos Las éreas

de los picos de IBU en plasma fueron relacionadas con las areas de _os picos de IBU en

acetonitrilo mediante un analisis de regresion lineal SImple La pendlentetde la lmea de

regresion indicd el recobro absoluto del farmaco.

3.2.5.7. Estabilidad
Se prepararon soluciones de IBU en plasma a3 concentracxones (alta, media y ba_)a) y se

analizaron por triplicado en un: intervalo de tlempo de dos semanas después de ser

almacenadas a -20°C., Los resultados obtemdos se compararon con un andlisis de varlanza de

dos factores.

3.2.6. Cirugia
Para colectar muestras de sangre, las ratas se anestesiaron ligeramente con éter y: medlante

cirugia, se les colocaron catéteres PE (en una combinacién de PE-10 y PE-SO con ID 0.28 ¢

mm, O.D. 0.6] mm y ID. 0.58 mm, O.D. 0.965 mm respectivamente; Clay Adams,
Parsippany,' NJ) en la arteria caudal, Figura 7.

TESIS CON
| FALLA 0F) .o

N

Figura 7. Colocacion del catéter en la arteria caudal.
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3.2.7. Estudio farmacocinético preliminar

Una vez valldado el método se realizd un estudio ppel;pllnar farmacocmeuco en el cual se
admlmstré a un grupo de 6 ratas una dosis de 17, 8 mg/kg de IBU Y a otro grupo una dosis
combmada de 17.8+17.8 mg/kg de IBU+CAF. Las dOSlS a admmlstrar de IBU y de la
combmacxon IBU+CAF se eligieron después de ‘realizar- los experimentos farmacodinamicos
prellmmares; Se tomaron muestras de 0.2 mL de sangre a: 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5,
3.0 3;5 "y 4 'h después de administrar el o la combinacién de compuestos. El plasma
recuperado se congel6 a -20°C hasta el momento del analisis. Se determiné la concentracion
plasmatica méxima, el tiempo al que se presento la concentracion plasmética maxima y el drea
bajo la curva del curso temporal del nivel plasmidtico de IBU. Los datos plasmaticos se
ajustaron al modelo farmacocinético abierto de dos compartimentos mediante el programa de
ajuste no lineal WinNonlin V2.0A. Con andlisis no compartamental se calcul6 el tiempo

medio de residencia. Ademds mediante un andlisis multivariable de medidas repetidas se

determino si los perfiles plasmaticos de IBU fueron similares.

3.3. Estudio final de la combinacién IBU+CAF

En esta etapa el efecto antinociceptivo del IBU (administrado solo y combinado con CAF) y
los niveles plasmdticos del fiarmaco (en las mismas condiciones) se determinaron
simultdneamente en los animales a los tiempos indicados en los experimentos preliminares.
Las dosis administradas de IBU fueron: 10.0, 17.8, 31.6, 56.2 y 100.0 mg/kg y la dosis de
CAF fue 17.8 mg/kg. Esta dosis de CAF se eligi6 porque en el estudio preliminar
farmacodindmico fue la dosis que mostrd potenciacién del efecto antinociceptivo del IBU.
Inmediatamente después de la determinacion del indice de funcionalidad se tomaron muestras
de sangre de 0.2 mL y se colocaron en tubos con heparina. Las muestras de plasma se
congelaron a -20°C hasta el momento de su analisis. Para cada tratamiento se determind el
indice de funcionalidad y las concentraciones plasmaiticas de IBU en funcién del tiempo. Con
un andlisis de varianza de medidas repetidas se compararon por separado, los cursos
temporales del efecto antinociceptivo y los perfiles plasmaticos de IBU. Ademads se calcularon
las dreas bajo la curva del curso temporal del efecto antinociceptivo y del curso temporal del
nivel plasmatico. Los resultados obtenidos se relacionaron entre si mediante el modelo Epa«

sigmoidal con ayuda del programa WinNonlin V2.0A.
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CAPITULO IV

Resultados y discusion de resultados

4.1. Estudio farmacodinimico preliminar

El &4cido urico indujo una completa disfunciéon de la articulacion derecha de las ratas
aproximadamente en 2.5 h. En este momento el indice de funcionalidad fue cero. Los animales
que recibieron solo carboximetilcelulosa al 0.5% no mostraron ninguna recuperacion

significativa del indice de funcionalidad. Las dosis utilizadas de IBU y de CAF no afectaron la

habilidad motora de las ratas durante el periodo de evaluacion. .

4.1.1. Efecto antinociceptivo de la morfina, el dcido acetilsalicilico, ¢l IBU y la CAF

En la Figura 8 s¢ muestran las curvas dosis-respuesta de la morfina, el IBU, el acido
acetilsalicilico y la CAF obtenidas con las areas bajo la curva del curso temporal del efecto
antinociceptivo de cada compuesto en funcion de la dosis. En esta figura se presenta la curva

de IBU para ubicar su posicion con respecto a las curvas de morfina y del &cido

acetilsalicilico.
300 -
= 2001
§ OMOR sc
o’ OIBU po
< 4004 Dg:j po —
A 0
~ | TESIS Co ]
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Figura 8. Curva dosis-respuesta de morfina (MOR), ibuprofeno (IBU),
acido acetilsalicilico (AAS) v cafeina (CAF) en. el modelo PIFIR.

Administracion subcutéanea (sc) y oral (po). Media * EE, n = 6.
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En la figura anterior se obser'\)a que el IBU fue mas potente:que el 4cido écétiléalic‘ilico yla
morﬁdé fue més potente que el IBU. La morfina V}V)resre:ntéruha t’érrldreﬁciréré:r/ha;or eﬁcacna que
el IBU'y el 4cido acetilsalicilico. El efecto maximo observado para cada compuesto y la dosis
a la cual se present6 el efecto maximo fue: morfina a 17.8 mg/kg: 244.7 + 22.9 %h, IBU a 100
mg/kg: 200.4 £ 35.7 %h y 4cido acetilsalicilico a 562.3 mg/kg: 186.1 + 39.9 %h. La CAF por
si sola fue inactiva a las 3 dosis utilizadas. Otros parametros farmacodinamicos determinados
por el ajuste no lineal se muestran en la Tabla 2. Las curvas dosis-respuesta se ajustaron al

modelo E,,« sigmoidal mediante la ecuacion [4]:

- E. ..D"

' DE! +D"

donde:

E = efecto alcanzado por la dosis D

Emax = efecto maximo posible que puede ser atribuido al farmaco
DEsp = dosis que produce el 50% del efecto maximo

n = coeficiente de Hill

Tabla 2. Pardmetros farmacodindmicos estimados de las curvas
dosis-respuesta de la morfina, el ibuprofeno y el d4cido
acetilsalicflico. Media = EE, n = 6.

Par&metro Compuesto
Morfina Ibuprofeno Aspirina
Enax (%6h) 253.66 844 223771136 465.27 £ 89.60
DE;s, (mg/kg) 4,72 +£0.21 2698244 7213+ 15085
n 3.21£0.21 1.62+0.14 1.62+0.10
P 0.9965 0.9970 0.9995

4.1.2. Efecto antinociceptivo de las combinaciones IBU+CAF
La Tabla 3 presenta las dreas bajo la curva del curso temporal del efecto antinociceptivo de

IBU solo y combinado con 10.0, 17.8 y 31.6 mg/kg de CAF. La Figura 9 muestra de manera

grafica el promedio de estos resultados.
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Tabla 3, Areas bajo la curva del curso temporal del efecto antinociceptivo de ibuprofeno solo .y combmado con
cafeina. Media + EE, n = 6. . S

Dosis de K .
D et e s
cafelna osis de ibuprofeno (mg/kg)
(mg/kg) 5.6 10.0 17.8 31.6 56.2 100
0 194£5.5 35,0+ 153 70.9 £ 39.9 1321 +32.8 168.5+ 33.2 200.5 + 35.7
10.0 229+ 104 55.6<+ 148 152.4+£37.7 2029+£49.0 2087+229 2466+ 30.8
17.8 593+ 16.6 148.8 + 23.5 212.8+29.0 237.2+4£26.7 2660x11.7 2724 £ 15.1
31.6 22,7+ 64 105.26 £+ 433 210.7+324 2059+£258 2472+122 228.1 £ 19.7
300 -
. 200
=
§
& 0BU po
m +IBU+CAF 1.0 mg/kg
< 100 @BUCAF 7.8 mgikg
XIBU+CAF 316 mg/kg
0 |
0.1 1 10 100 1000

Ibuprofeno {(mg/kg)

Figura 9. Curvas dosis-respuesta de ibuprofeno (IBU) solo y
combinado tres dosis de cafeina (CAF). Las administraciones fueron
via oral (po). Tres de estas combinaciones mostraron efectos de
potenciacién (p<0.01). Para mayor claridad se omitieron algunas

barras de error. Media + EE, n = 6. TESIS ™ NN

| FALLA DE LtiGEN |

El analisis de varianza indicé una interaccion entre IBU y CAF (p<0.01) Algunas
combinaciones produjeron efectos de mayor magnitud cuando se compararon con los
correspondientes efectos producidos por el IBU solo. La prueba ¢ de Student indicd que tres
combinaciones produjeron eféctos dé‘potenciaci()n (p<0.01), estas combinaciones fueron:
10.0, 17.8 y 56.2 mg/kg de IBU combiriados con 17.8 mg/kg de CAT. Los efectos analgésicos:
de las otras 15 combinaciones no-fueron estadisticamente mayores de los que presentd el IBU

solo. La CAF permitié un desplazamiento de la curva dosis-respuesta de IBU hacia el lado
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izquierdo del eje de las abscisas. Las curvas dosxs-respuesta se. a_)ustaron al modelo ‘Emax

axnmos observados se

sigmoidal y los resultados se presentan en la Tabla 4. Los efectosﬂ' ‘
lograron con la combinacién 56.2+17. 8 mg/kg de IBU+CAF que fueh‘v 66 O + 11 7-%h y con
la combinaciéon 100+17.8 mg/kg fue: 272.4 £ 15,1 %h. Esto es 1mportante porque se pueden

mejorar o superar los efectos “techo” de algunos compuestos al ser administrados en

combinacion con la CAF.

Tabla 4. Pardmetros farmacodindmicos estimados a partir de las curvas dosis-
respuesta de ibuprofeno (IBU) combinado con tres dosis de cafeina (CAF).
Media+ EE, n = 6.

Dosis de CAF (mg/kg) administradas con IBU

Pardmetro

10.0 17.8 31.6
Emax (%h) 232.97 + 12.62 268.72 + 7.40 225,72 +9.40
DEso (mg/kg) 14.61 = 1.42 9.52 4053 8.70 + 0.63
n 2,57+ 0.54 2.13 £ 027 4.67+ 1.37
r 0.9831 0.9918 0.9734

De todos los tratamientos administrados se eligieron dos combinaciones para observar la

modificacién del curso temporal del efecto analgésico de IBU por la CAF.

En la Figura 10 se presenta el indice de funcionalidad con respecto al tiempo obtenido con
una de las combinaciones en la que se alcanzd potenciacién: 10.0+17.8 mg/kg de IBU+CAF.
El area bajo la curva del curso temporal del efecto antinociceptivo de IBU a 10.0 mg/kg fue:
35.0+ 15.3 %h y esta misma dosis combinada con 17.8 mg/kg de CAF registr6 un érea bajo la
curva de: 148.8 + 23.5 %h, en otras palabras, el efecto analgésico global aumentd 3.25 veces

mas del presentado por el farmaco solo (p<0.01). El Emax observado cambié de: 38.13 + 14.07

a72.0+9.76 %.

En la Figura 11 se presenta la combinacién que produjo el efecto analgésico maximo a las
dosis evaluadas: 100.0+17.8 mg/kg de IBU+CAF. El area bajo la curva del curso temporal del
efecto fue: 272.4 + 15.1 %h mientras que la dosxsde 100.0 mg/kg de IBU administrado sin
CAF presenté un area bajo la curva de: 200.4 + 3:5.7 %h. A 45 min de administrados los

compuestos el Emax oObservado cambi6 de: 57.5 + 12.6 2 90.3 £ 4.1%.
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Figura 10. Curso temporal del efecto analgésico de ibuprofeno (IBU), de la

cafefna (CAF) y de la combinacion [BU+CAF a 10.0+17.8 mg/kg. Estc es un
ejemplo de potenciacion analgésica (p<0.01). Media £ EE, n = 6.

100

IF (%)

—o—IBU 100.0 ma/kg

25 A
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Figura 11. Curso temporal del efecto analgésico de ibuprofeno (IBU), de la
cafeina (CAF) y de la combinaciéon IBU+CAF a 100.0+17.8 mg/kg. Esta

combinacion modificé el efecto maximo alcanzado por IBU solo. Media +

EE,n=6.
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En la Figura 12 se presentan las curvas dosis-respuesta de la morfina, el IBU solo, el IBU
combinado con 17.8 mg/kg de CAF y el acido acetilsalicilico. La combinacién IBU+CAF
mostro efectos analgésicos con tendencia a superar los efectos presentados por la morfina. Los
efectos maximos alcanzados y las dosis utilizadas para alcanzar estos efectos son las
siguientes: para la morfina a 17.8 mg/kg: 244.7 + 22.9 %h, para la combinacién IBU+CAF a
100+17.8 mg/kg: 272.4 + 15.1 %h, para el IBU a 100 mg/kg: 200.5 & 35.7 %h y para el acido
acetilsalicilico a 562.3 mg/kg: 186.1 + 39.9 %h.

300 -
. 200 -
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Figura 12. Curva dosis-respuesta de la morfina (MOR), el ibuprofeo (IBU),
el 4cido acetilsalicilico (AAS) y la combinaciéon IBU+17.8 mg/kg de CAF. La
combinacién IBU+CAF fue mas potente que IBU solo y AAS, ademas, en
algunas combinaciones, mostré tendencia a superar los efectos de la MOR.

Media + EE, n=6.

Con base en estos resultados preliminares el estudio definitivo se realizé en el intervalo de
dosis de 10.0 a 100.0 mg/kg de IBU solo y combinado tinicamente con 17.8 mg/kg de CAF,
debido a que las combinaciones de IBU+CAF que mostraron potenciacién del efecto
antinociceptivo, se obtuvieron con esta dosis de CAF. La aplicacién practica de estos
resultados permite administrar menos dosis de IBU, pero combinado con CAF, para alcanzar
los mismos niveles de efecto terapéutico, disminuyendo asi los efectos colaterales que los

AAINESs presentan. LT e

FALLe bi uatuBN
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4.2, Estudio farmacocinético
4.2.1. Validacién del método analitico para la cuantificacion de IBU en plasma
Los criterios para la validacion del método analitico se basaron en las recomendaciones y -

lineamientos especificados por diferentes organismos®3-*7.

4.2.1.1. Selectividad

En la Figura 13 se presentan los cromatogramas obtenidos al analizar una muestra de plasma

de rata libre de farmaco (A) asf como una muestra de plasma con el IBU. a 25pg/mL y el acxdo

mefendmico como estandar interno (B).. Los tiempos de retencion: fuer
y 2.4 min para el dcido mefenamico. Los componentes endogenos del plasma no 1nterﬁr1eron
en las respuestas producidas por los fArmacos. Se observd una buena resolucion entre los
compuestos. En muestras afiadidas con CAF no se observo mnguna respuesta durante 20 min
después de iniciada la corrida, por lo que se consideré que el método analitico elegido fue -

selectivo para la cuantificacion de IBU en plasma.
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Figura 13. Plasma de rata libre de fArmaco (A). Plasma cargado con ibuprofeno (25pug/mL) y el
acido mefendmico como estdndar interno (B). Tiempos de retencién: 1.7 y 24 min
respectivamente.
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4.2.1.2, Linearidad del sistema
En la Tabla 5 se muestra la relaciéon de drea de los picos de IBU/estandar interno obtenidos a

partir de 3 curvas de calibracién de IBU en acetonitrilo en el intervalo de concentracién de 2.5
a 100 pg/mL. En la Figura 14 se muestra la representacién grifica del promedio de estos
resultados. La regresion lineal fue significativa (p<0.05). El ICysy, calculado para el intercepto

fue: —0.0312 a 0.0355.

Tabla 5. Relacidn de dreas ibuprofeno/estandar interno en acetonitrilo
para evaluar linearidad del sistema

Conc. Repeticion

(ug/mL) 1 ) 3 Promedio
2.5 0.0262  0.0204 00261  0.0242
5 0.0905 0.0814  0.0941  0.0887
25 04373 03927 04348 04216
50 0.8331 0.8149  0.8737  0.8406
100 1.6901 1.5716  1.6431  1.6364
a= -0.0015 -0.0034 0.0114  0.0021
= 0.0169 0.0159 00165 0.0164
r= 0.9998 09997  0.9997  0.9998
2.0 -
w16
g
g 1-2 4
:I“)
@ 08 - y = 0.016x +0.0021
- r2 = 0.9995
& 04
0.0 . . . ,
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Figura 14. Linearidad del sistema. Ibuprofeno (IBU) con &cido
mefendmico (MEF) como estandar interno. Media + DE, n =3,
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4.2.1.3. Linearidad del método

En la Tabla 6 se muestra la relacion de area de los picos de IBU/estandar interno obtenidos a
partir de 3 curvas de calibracion de IBU en plasma en el inter?alo*de concentracién de2.5 a
100 pg/mL En la Figura 15 se muestra la representacién grafica del promedio de estos
resultados. La regresién lineal fue significativa (p<0.05). El ICoss; calculado para el intercepto
fue: —0.0380 a 0.0358. Los resultados obtenidos cumplen con los criterios establecidos para la

linearidad del sistema y la linearidad del método®*®,

Tabla 6. Relacion de éreas ibuprofeno/esténdar interno en plasma para
evaluar linearidad del método

Conc. ) Repeticién L
(ng/mL) ” > 3 ‘Promedlo
2.5 0.0385 0.0485 0.0452 0.0441
5 0.0743 0.0853 0.0783 0.0793
25 0.3581 0.3322 0.3575 0.3493
- 50 0.7349 0.6835 0.6505 0.6896
100 1.4793 1.4593 1.3893 1.4426
a= -0.0029  -0.0049 0.0046 -0.0011
b= 0.0147  0.0144  0.0136  0.0143
r= 0.9999  0.9989  0.9992  0.9996
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Figura 15, Linearidad del método. Ibuprofeno (IBU) con 4cido
mefenamico (MEF) como estdndar interno. Media + DE, n = 3.
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4.2.1.4. Repetibilidad y reproducibilidad

En la Tébla 7 se presenta la relacion de area de los picos de IBU/estandar interno para evaluar
el criterio de repetibilidad al analizar en un mismo dia 6 muestras de cada una de las 5
diferentes soluciones de IBU. La tabla presenta los valores promedio, la desviacion estdndar y
el coeficiente de variaciéon en porcentaje para cada concentracion. Ninguno de los coeficientes

fue mayor a 5% por lo que se considera que el método es repetible.

La reproducibilidad se determiné después de analizar por sextuplicado 5 'soluciohers' &e IBU

durante dos dias de trabajo. La Tabla 8 muestra los valores promedlo, la desvxacxon estandar y

el coeficiente de variacién en porcentaje para cada una de las concentracxones evalu' as. El -

coeficiente de variacion para la menor concentracion utxhzada no fue mayo a

concentraciones restantes no super6 el 15% (son los limites establecxdos).;.:

Tabla 7. Relaclén de 4reas ibuprofeno/estandar i interno para evaluar repeubllldad Desvnacnén esténdar (DE),
coeficiente de variacién (CV) .

Conc.. Repeticién ; . o
(ng/mL) N 3 3 a 5 s Promedio DE ,CV,(&)}
2.5 0.0401 0.0299  0.0368  0.0306 0.0316 0.0347 0.0339 0.0016 . ::4.78
5 0.0521 0.0551 0.0569  0.0533 0.0538  0.0558  0.0545  0.0007 .- 1.32
25 02930 03172 03156  0.3078  0.3049 03219 03101 0.0043" .71.38
50 0.5836  0.6205  0.5963 0.5946  0.5803 0.5795  0.5925  0.0063 - - 1:07
100 1.1754 1.1735 1.1585 1.1204 1.1793 1.1122 1.1532 00121 Q‘l .05,

Tabla 8. Relacién de dreas ibuprofeno/estandar interno para
evaluar reproducibilidad (n = 12). Desviacién estidndar (DE),
coeficiente de variacién (CV)

Cone.  promedio  DE CV (%)

(pg/mL)

25 00402 00073 1827 TR

5 0.0631 00093 1476 TESIE MO

25 03349 0029  8.67 ACED
50 0.6797 00932 1372 FALLA Vi USIGLI
100 13365 0.1931  14.45

4.2.1.5. Exactitud ‘ o
En la Figura 16 se muestra la representaéién grafica de la concentracion recuperada en

funcidn de la concentracién afiadida de IBU en 5 soluciones de plasma. El analisis de varianza

indicé que la regresién fue significativa (p<0.05) y el intervalo de confianza al 95% para el
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valor del mtercepto fue -0 1920 a 0 7920 y para la pendlente fue 0. 9840 a 1. 0032 Estos

resultados apoyan la conclusxon de queel metodo cumplea on el parametro de exaculud.

100 -
80-1

60

y= d.99x +03

Conc. recuperada (pg/mL)

40
=1
20 -
o T L) T T 0
0 20 40 60 80 100

Conc. afiadida (pg/mL)

Figura 16, Exactitud del método, Media £ DE,n=6

4.2.1.6. Recobro absoluto

En la Figura 17 se muestra la gréfica del area del pico de IBU en plasma con respectd,al area
del pico de IBU en acetonitrilo. La pendiente de la linea de regresién indic6 una recuperééiéh
de IBU del plasma del 101%, por lo que se concluye que el recobro fue completo, dado que el

tratamiento de la muestra biolégica no requirié de un proceso de extraccion con disolventes

organicos.

2.5E406 TESIS (O
FALLA Db owiGGEN

2.0E+06 -

AA
i
g 5
5 ¢

y = 1.01x + 6264

5.0E+05 - r2=0.9998

Area de IBU en plasma

0.0E+00 v v y
0.0E+00 50E005 1.0E406 1.5E+06 2.0E+06

Area de IBUen acetonitrilo

Figura 17. Recobro absoluto de ibuprofeno (IBU). Media £ DE, n = 3.
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4.2.1.7. Estabilidad
En la-Tabla 9 se encuentran los resultados del analisis de varianza de dos factores calculado

para comparar las respuestas obtenidas- al- analizar por triplicado 3 soluciones de IBU en
plasma (100.0, 25.0 y 2.5 pg/mL) almacenadas a -20°C. Los resultados obtenidos indicaron
que las muestras se pueden guardar en congelacion a -20°C durante dos semanas sin generar
diferencias estadisticamente significativas entre las determinaciones (p>0.05). Se considero
adecuado evaluar la estabilidad dlifé.nte dos semanas debido a que durante el estudio, las

muestras de plasma se analizaron en este intervalo de tiempo.

Tabla 9. Analisis de varianza para evaluar estabilidad

FV sC__ . g cM F P
Muestra 6.0309 2 3.0155 117339 L73E™
Semanas 0.0094 1 0.0094  3.69 0.078
Interaccion 0.0017 2 0.0008 033 0.720
Error 0.0308 12 0.0025
Total 6.0730 17
p>0.05

4.2.2. Estudio farmacocinético preliminar

Como ejercicio preliminar se determinaron los niveles plasmiticos de IBU despuds de
administrar 17.8 mg/kg de IBU y la combinaciéon 17.8+17.8 mg/kg de IBU+CAF a grupos de
ratas Wistar. Esta combinacién fue una de las que mostré potenciacién del efecto

antinociceptivo de IBU en el estudio farmacodinamico previo.

En la Figura 18 se muestran los niveles plasmaticos de IBU en funcién del tiempo después de
administrar los tratamientos previamente descritos. Los datos se ajustaron al modelo
farmacocinético abierto de dos compartimentos®®. Los resultados se muestran en la Tabla 10.
El andlisis multivariable de medidas repetidas indicé que los perfiles plasmaticos fueron
similares (p>0.05). El drea bajo la curva del curso temporal del nivel plasmatico calculada
para el grupo que recibié IBU fue: 68.81 + 10.52 pgh/mL y para el grupo que recibié la
combinacién IBU+CAF: 66.68 £ 7.89 pgh/mL.
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Figura 18. Curso temporal de los niveles plasmaticos de ibuprofeno
(IBU) después de administrar 17.8 mg/kg de IBU y.la combinacion
17.8+17.8 mg/kg de IBU+CAF. Media = EE,n=6.

Tabla 10. Parametros farmacocinéticos calculados
después de administrar 17.8 mg/kg de ibuprofeno (IBU)
y la combinacién 17.8+17.8 mg/kg de IBU+CAF. Los
datos se ajustaron al modelo abierto de dos
compartimentos. Media + EE, n = 6.

Parametro IBU IBU+CAF
Cunex (1/mL) 40.86 £8.33  40.62+5.92
Tonax (h) 0.54 +0.14 0.58 £0.13
ABCp (ugh/mL) 68.81+10.52  66.68 + 7.89
Vd/F 0.28 £ 0.10 0.34 £0.07
kot 17.72+9.80  9.03 +5.09
kio 0.48 +0.21 0.48+0.11
ki2 1.54 +0.78 0.94 £0.46
kay 0.59 +£0.14 0.47£0.21
o 2.34 £ 0.86 1,77 £0.50
B o .028+£0.18 . 0.13£0.05
CUF - ©0.10£004.  0.17£0.04

TMR (h) 2 71.65+0.08 1,54 £ 0.05
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En Ia Flgura 19 ;se. preseman las areas bajo la curva del curso temporal del efecto

antmocncepuvo de IBU determmado en el estudlo prellmmar farmacodindamico (reportadas en

”s ba'o‘ la curva del curso temporal del nivel plasmatico (reportadas

la seccxon 4 ‘2 ) y as ar
en esla seccxon) despues de admxmstrar los tratamientos anteriormente descritos. Es preciso

hacer notar que las areas ba_] la: curva del mvel plasmatico se mantuvieron en el mismo nivel

mlentras que el camblo en las eas ;ba_]o la curva del efecto analgésico fue estadisticamente

sxgmf catxvo.

250 -

O Pasma (pgh/ml)
OHecto (%h)
200 -
[\
[
3 150 4
=
2
[+
2 100
2
< T
50 1
0 ] I .
IBUIHCAF

Figura 19, Areas bajo la curva del curso temporal del nivel plasmatico
y del curso temporal del efecto antinociceptivo de ibuprofeno (IBU)
después de administrar 17.8 mg/kg de IBU y la combinacién 17.8+17.8
mg/kg de ibuprofeno+cafeina (IBU+CAF). Los tratamientos se
evaluaron en diferentes grupos de animales, Media + EE, n =6,

T
FAL.L‘-{. Lo s :‘\LUEN
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4.3. Estudio final de¢ 1a combinaciéon IBU+CAF
En esta etapa el efecto antinociceptivo y los mveles plasmatlcos de IBU se determmaron
simultdneamente. Las dosis de IBU utilizadas [ixeron.;le.O;=l7.—8, 31.6, 56.2'y 100.0 mg/kg. Se

administraron por via oral solas y combinadas con una dosis de 17.8 mg/kg de CAF a grupos

de seis ratas por tratamiento.

4.3.1. Etapa farmacocinética

En la Figura 20 se muestran los niveles plasmaticos de IBU en funcion del tiempo después de
administrar el IBU y la combinacién IBU+CAF. En esta gréfica para mayor claridad se omiten
las barras de error. (En el Apéndice se presentan por separado los cursos temporales de cada
tratamiento con sus respectivos promedios y errores). El andlisis estadistico de medidas
repetidas indicé que los perfiles plasmaticos de IBU fueron similares después de administrar el
IBU con y sin CAF (p>0.05). Los datos se ajustaron al modelb'farmacocinético abierto de dos .
compartimentos. En todos los casos la correlacién entre datos observados y estimados . fue
mayor a 0.98. En las Tablas 11A y 11B se pyeseﬁtan los pardmetros farmacociﬁﬁlé;tilcos

calculados para estos tratamientos.

100 —»—10.0
—0—178
5 80 —a—31.8 —_
3 )
£ —0—56.2 E
2 60 £
> —%— 100.0 =
[ E
:I "
2 a0 a
S >
[=3 g
8 (5]
[} — — —
1] 1 2 3 4
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 20. Cursos temporales del nivel plasmatico de ibuprofeno despuds de administrar diferentes
dosis (mg/kg) de ibuprofeno solo (A) y combinado con 17.8 mg/kg de cafeina (B). Media,n= 6

T R
FALLe: Uz watGEN
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Tabla 11A. Pardmetros farmacocinéticos determinados después de administrar diferentes dosis
de ibuprofeno (IBU). Los datos se ajustaron al modelo abierto de dos compartimentos. Media +
EE, n = 6. La tabla cuenta ademas con dos parametros farmacodinamicos.

50

Dosis de IBU (mg/kg)

Parametro
10.0 17.8 31.6 56.2 100.0
Conax (pg/mL) 21.48 £ 0.39 3407+£699 48.69+11.41 6296+£10.12 85.82+21.68
Tmax (h) 0.35 £ 0.06 0.46 + 0.08 0.42 £0.08 0.38 £ 0.06 0.46 + 0.08
ABCp (ugh/mL)  31.50+3.98 52.41+6.36 91.69+16.0 96.70+ 124 181.88 +£28.77
Vd/F 0.23 £ 0.06 0.37+0.15 0.63 £0.18 0.45+£0.13 0.85+0.32
ko 4.09 £ 0.20 1198 +8.60 32.01%11.65 3.61 £0.51 7.59+£0.51
kio 0.02 + 0.02 0.26 +0.11 0.17 £0.15 0.64 £0.21 042 +0.12
kiz 238 +1.07 1.56 £ 0.31 1.0 £ 0.08 2.09 +£0.39 1.36 £ 1.25
ka) 0.31 £0.06 0.31+0.13 0.52+0.12 0.98 +0.25 0.96 + 0.81
A 2.72+1.03 2.12+0.29 1.65 +0.23 3.57+0.52 2.57+2.13
B 0.0015 £ 0.01 0.02 £ 0.01 0.06 £0.05 0.15 £0.01 0.17 £0.08
ClF 0.0036 £ 0.01 0.06 + 0.03 0.08 £ 0.06 0.25 +£0.03 0.28 +0.08
TMR (h) 1.56 £0.16 1.49+0.11 1.63 +0.06 1.51 £0.11 1.62 + 0.06

Emax,, (%) 68.82+11.04 80.13+£6.40 67.94+15.03 79.77+£11.08 78.114£9.33

ABCg (%h) 189.28 £ 37.60 259.22 + 25.56 194.18 +52.70 277.65+38.29 268.74+21.26

Tabla 11B. Pardmetros farmacocinéticos determinados después de administrar diferentes dosis
de ibuprofeno (IBU) combinado con:17.8 mg/kg de cafeina (CAF). Los datos se ajustaron al
modelo abierto de dos compartimentos. Media + EE, n = 6. La tabla cuenta ademas con dos
pardmetros farmacodinamicos.

Dosis de IBU (mg/kg)

Parametro
10.0 17.8 31.6 56.2 100.0

Cumax (ng/mL) 33.46 £ 3.97 2627 +2.28 45.88+6.83 59.88+17.91 93.52+16.71
Tmax (h) 0.29 £ 0.04 0.38 £0.09 0.50 £ 0.09 0.75 £ 0.27 0.42 +0.08
ABCp (pgh/mL)  40.24 + 4.20 4826 +4.06 83.17+13.41 123.35+31.12 196.63 +28.19
Vd/F 0.11 £0.03 0.31£0.10 0.45 +£0.22 0.68 +£0.27 0.81 £0.30
ko 17.80 £ 11.39 7.83 £4.15 3.68 £ 0.42 4.43 +£1.54 494 +1.16
kio 1.23 £0.74 1.07 £ 0.54 0.73 £0.37 0.40+0.25 032+0.16
ki 3.71 £ 1.64 4.53+3.11 1.55 £0.16 1.20+£0.28 1.46 + 0.60
kay 0.45+0.24 1.11 £0.29 0.79 £ 0.31 0.71 £0.27 1.30 £ 0.86
A 530+£237 6.48 + 3.68 2.82+040 2.14 £0.54 297+ 1.47
B 0.09 £ 0.07 0.24+0.11 0.25+£0.13 0.18 £0.10 0.12+0.06
CI/F 0.08 £ 0.04 0.20 £ 0.08 0.17 £ 0.09 0.11 +£0.06 025+0.11
TMR (h) 1.44 + 0.05 1.59 + 0.07 1.55+0.10 1.65 + 0.08 1.69 + 0.07
Emaxys (%) 7450 £ 10.20 87.91+11.88 77.93+£921 9490+£1098 93.76+4.54
ABCg (%h) 24991 +47.01 29991 +40.98 254.994+29.94 33444 +£36.76 327.75+ 14.45
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En la Figura 21 se observa el 4rea bajo la curva del curso temporal del mvel plasmatlco en
funcién de la dosis de IBU. El incremento en el 4rea bajo la curva ‘fue propormonal a la dosm‘
administrada de farmaco solo y combinado con CAF. El anallsxs de -varianza mdxco que-la
regresion lineal fue significativa (p<0.05). Esto demostro que, en el mtervalo de dosis

utilizado (10.0 — 100.0 mg/kg), no se alcanzé la saturacion en el proceso de absorcion del IBU.

250 -
200 -
g
= 150
o
2
o 100 - o 1BU
- m IBU+CAF
50 y = 1.75x +22.46
r2 = 0.9961
0 L T T T

0 20 40 60 80 100
Ibuprofeno (mg/kg)

Figura 21. Area bajo la curva del curso temporal del nivel plasmatico
(ABCp) de ibuprofeno (IBU) en funcién de la dosis, después de
administrar diferentes dosis de IBU solo y combinado con 17.8 mg/kg
de cafefna (CAF). Media £ EE, n = 6. Este resuitado mostré que el
proceso de absorcion del IBU no se saturd en el intervalo de dosis
evaluadas.

iR

THRIL FON

T f S N
4.3.2. Etapa farmacodinamica FALh.i"; R '”)‘” I

En la Figura 22 se muestra el efecto antinociceptivo de IBU en funcién del tiempo después de
administrar diferentes dosis de 1BU solo y combinado con 17.8 mg/kg de CAF. En esta grafica
para mayor claridad se omiten las barras de error. (En el Apéndice se presentan por separado
los cursos temporales de cada tratamiento con sus respectivos promedios y errores). Al igual
que en los estudios preliminares el efecto maximo y la duracién del efecto se incrementaron
con la administracion de CAF aunque este aumento no fue significativo. En las Tablas 11A y
11B se presentan, para cada tratamiento, dos parametros farmacodindmicos importantes: el

efecto maximo observado (Emaxeys %) y el area bajo la curva del curso temporal del efecto
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antindcicéptiyo .(ABCg), de 1BU LaFlgura23 muestra el drea bajo la curva del curso
iceptivo enﬁmcxénde la'dosi's‘de IBU administrado solo y

temporal :del'f\féfé_c;t‘o anti
o con C. : n dgépia'zah)iento de-la curva dosis-respuesta de IBU

hacia el lado izquierdo del eje de las abscisas.
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Figura 22. indice de funcionalidad (IF) con respecto al tiempo después de administrar diferentes
dosis (mg/kg) de IBU solo (A) y combinado con 17.8 mg/kg de CAF (B). Media, n = 6. ’
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Figura 23. Area bajo la curva del curso temporal del efecto antinociceptivo
(ABCg) de ibuprofeno (IBU) solo y combinado con 17.8 mg/kg de cafefna
(CAF) en funcion del logaritmo de la dosis de IBU. Media * EE, n=6.
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4.3.3. Relacién: nivel pylasmziitico-efécto anﬁlgésico‘

Una vez obtenidos los datos de concentrac1on plasmaﬁca y efecto antinociceptivo con la dosis
de 56.2 mg/kg se claboré, relacionando ambos parémetros, la gréfica de la Figura 24. En ella
se puede observar un ‘“loop” o comportamlento de ‘histéresis con sentido contrario a las
manecillas del reloj. Para mayor claridad se omlten las barras de error. Este comportamiento
se manifesté también en las dosis de 10.0, 17. 8 31. 6 y 100 0 mg/kg de IBU solo y combinado
con la dosis de 17.8 mg/kg de CAF. En el »Apcnrd!crc se prcsentan lasgraficas de histéresis

obtenidas para todas las dosis.

100
80 ; TEEIS NN
< 60 ‘ FALLA D wnaGEN
% 40 —o—1BU
20. —e— BU+CAF
0 : . . -
0 20 40 60 80

Conc. plasm. (ug/mlL)

Figura 24. Relacién entre el indice de funcionalidad (IF%) y las
concentraciones plasmdticas de ibuprofeno (IBU) después de
administrar 56.2 mg/kg de IBU y la combinacién 56.2+17.8 mg/kg de
IBU+CAF. La relacion presenta un comportamiento de histéresis con
sentido contrario a las manecillas del reloj. Los datos estin graficados
por orden de incremento del tiempo. Media, n = 6.

En el presente estudio, este tipo de gréﬁcas permitid observar un retardo en el equilibrio del

farmaco entre el plasma y el sitio de accxon Dado que el area encerrada en el loop no aport6

informacion cuantitativa acerca de la magmtud del retardo fue necesario elaborar una graﬁca,

de “fraccion de area” para estimar el tlempo medlo

farmaco con su sitio de accion. Este metodo modelo mdependlente emplea la 51gu1ente :

ecuacion: TMRet = ABC del curso temporal dela fraccnon de 4rea del efecto antmocxceptxvo -

ABC del curso temporal de la fraccion de area del nivel plasmatico de IBU.
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En la Figura 25 se presenta la grifica de fraccién de drea en funmén del tlempo para la dosis

de 56.2 mg/kg de IBU y en la Tabla 12 se presentan los valores de TMRet calculados para los

diferentes tratamientos estudiados. Al hacer el anlisis estadistico con una prueba ! de Student

se encontrd que no existen diferencias estadisticamente sxgmﬁcatlvas en’ los valores del

TMRet entre la administracién de IBU y la combinacion IBU+CAF (p>0.05) aexcepcién de la

dosis de 10.0 mg/kg.

Fracci6n de &rea

Tiempo (h)

Figura 25. Fraccién de drea de los cursos temporales del nivel
plasméitico (ABC P) y del efecto antinociceptivo (ABC E) de
ibuprofeno en funcién del tiempo después de administrar 56.2 mg/kg
de ibuprofeno. Media + EE, n = 6.

Tabla 12. Tiempo medio de retardo (TMRet) en el equilibrio del

ibuprofeno (IBU) con su sitio receptor después de administrar IBU
solo y combinado con 17.8 mg/kg de cafeina (CAF). Media & EE, n =

6.
1BU TMRet (h)
Dosis (mg/kg) sin CAF con CAF
10.0 022%005  0.55%0.12¢
17.8 0.49 £0.19 0.40  0.09
316 0.25 % 0.17 0.40  0.08
562 0.45%0.18 0.34 £0.16
100.0 0.35%0.11 0.33 £ 0.04
* p<0.05
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El comportamiento de histér@:sis podria deberse a:

¢La formééiéh’dé?métébbhto éciiV'

+ Que: la respuest :farmaco]oglca esle relacionada a una progresiva serie de eventos que, al

pasar el t1e’ ‘ po reﬂejen cnerta demora en la actividad terapéutica observada.

¢ Que al farmaco le tome cierto tiempo para equilibrarse con su sitio receptor®’.

En el caso de IBU, se descarta la primer propuesta ya que los dos prmcnpales metabolltos (uno

hidroxilado y otro carboxilado) son mactlvos Dado que la cascada de compuestos ylo
eventos farmacoldgicos que intervienen en el proceso de la mﬂamacm :'es,relatlvamenle
conocida, y también los mecanismos farmacodindmicos’ que desencadenan los férmacos
antiinflamatorios no esteroides®', se propone que para el IBU el comportamlento de hlstere51s
se debe a un retardo en el equilibrio del farmaco con su sitio de | acclon : ‘
Con el fin de establecer la relacién concentracién-efecto en funcnon delr 1emp se"elaboro la
Figura 26 que presenta el curso temporal del nivel plasmatlco y de efecto an

después de administrar una dosis. de 56.2 mg/kg de IBU a seis: ra |
plasmatica maxima fue 62.96 + 10.12 (ug/mL) y el efecto méaximo observado ue‘79 77 :i:

11.08 (%). La concentracion plasmatica méaxima se alcanzé entre 15-a 30 min :
plasmaético se redujo en concentracidn hasta un valor cercano a 10 pg/mL a 4‘ ,después de'
administrado el firmaco, mientras que el efecto terapéutico alcanzé su méximo- entre 30a 40
min después de iniciado el tratamiento y aparentemente permanecio constante hasta el término
del experimento, lo cual indicd que los niveles plasmaticos del IBU estuvieron fuefa de fase

con la actividad farmacolégica. Este patron de respuesta se presentd en todos los tratamientos

administrados.

ROt
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Figura 26. Indice de funcionalidad (IF).y concentracién plasmética
(CP) de ibuprofeno en funcién del tiempo después de admlmstrar 56.2
mg/kg del farmaco. Media + EE, n=6. .

Los resultados obtenidos en el presente trabaJo muestran que larelacion - concentracxon

plasmatica y efecto analgésico del IBU fue dlferente al’ reportado para el paracetamol3l y el

ketorolaco®?. En estos dos férmacos, el efecto antmocweptwo fue posible relacionarlo con las

concentraciones cuculantes de los farmécos Sin embargo, los resultados de. este trabajo
concuerdan con lo reportado para algunos AAINES en los que el efecto antinociceptivo parece
estar relacionado a la concentracién del farmaco en el compartimento efecto®*%% Este
concepto fue introducido por Sheiner y Holford”*®* en el cual, la respuesta farmacolégica es
relacionada en funcién de la concentracion del farmaco (o del compuesto activo) én‘ un
compartimento efecto hipotético. Este compartimento recibe el farmaco del compartimento
central farmacocinético por un proceso de primer orden. Ademads, se asume que el modelo
farmacocinético no afecta la cinética del firmaco en el compartimento efecto, ya que el
compartimento, recibe una pequefia cantidad de firmaco comparada con la cantidad total
circulante en el organismo. En la Figura 27 se presenta un esquema de la relacion entre el

compartimento central farmacocinético y el compartimento efecto.

,"‘. e g IATAtY
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Compartimento Compartimento
“Farmacocinético Efecto =

. Flgura 27. Modelo fannacocméhco-fannacodmémlco que muestra la
unién entre el compartimento central de un’ modelo farmacocinético y
el compartimento efecto. Kie y K.,o representan las mlcroconstantes
involucradas. . e

Asimismo, se i'calcvhyl'érohi las éréas bajo la curva‘del'éu}go ?Vt"enip(o‘rél del efecto antinociceptivo
(ABCp) y curso tempo .l del mvel plasmatico (ABCp) de IBU después de administrar 10.0,
17.8,56.2y 100 0 mg/kg del farmaco solo y combmado con 17.8 mg/kg de CAF. La Figura

28 muestra la relacxon obtemda

© 400 -
300
= T T T
2
= 200
g o BU :
< @ IBU+CAF TRSIS COn
100 , . R
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0 —_ Y —
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Figura 28. Area bajo la curva del efecto analgésico (ABCg) en funcién
del logaritmo del drea bajo la curva del nivel plasméatico (ABCp) de
ibuprofeno (IBU) después de administrar 10.0, 17.8, 56.2 v 100.0
mg/kg de IBU solo y combinado con 17.8 mg/kg de cafeina (CAF).

Media £ EE, n = 6.
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Dado que el método analmco sélo permmo medir niveles de IBU en dosis supcrlores al0
mg/kg no ﬁae posxble contar con la mformac10n de la parte ‘inferior de la sngmoxde Es

convemente tener precaucxén en la mterpretacmn de los valores estimados en‘esta reglon

Los datos se aJustaron al modelo Emax sngmmdal y se obtuvxeron las 51gu1entes ecuaclones

Para el ibuprofeho: e

373350

= 26.03'5 1 OB [6]
Para la combinacién ibuprofeno+-cafeina:
331.12C%%
[71

" 33.645%7 1. C7

donde:

E = ABC del curso temporal del efecto antinociceptivo (%h) -

C= ABC del curso temporal del nivel plasmético (pgh/mL)

Los valores calculados de r* para las ecuaciones [6] y [7] son 0.9898 y 0.9948
respectivamente. Estas ecuaciones son de tipo predictivo y permiten una mayor comprension
de la accién del IBU. Con una adecuada interpretacién de estas relaciones el conocimiento

generado podria a futuro apoyar la practica clinica®.

Los valores concentracion-respuesta presentados en la Figura 28 conjuntamente con los datos
de las Figuras 21 y 23 permiten relacionar el efecto antinociceptivo de IBU con los niveles
plasmaticos y la dosis. Esto representaria una ventaja sobre el utilizar (inicamente la relacion
dosis-efecto ya que, en la mayoria de los casos, los efectos terapéuticos guardan estrecha

relacion con los niveles plasmaticos

La curva concentracion-respuesta de un AAINE depende de la eficacia y la potencia de cada

compuesto. A su vez, eficacia y potencia, dependen de la intensidad del estimulo nociceptivo.
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La CAF fue capaz de desplazar la curva dOSIS-I‘eSpuCSta de IBU hacia el lado 1zqu1erdo del eje
de las abscisas (es decxr, aumento la potencia). La eficacia también se vio favorec:da con la
combinacion, der manera que, el aumento de la eficacia se puede obtener ya sea mcrementando :
la concentracién: sangu{nea de los AAINEs por aumento de la dosis admlmstrada o blen
desplazando la relacxén concentracién-efecto mediante la coadm1mstrac1on de CAF En el

caso de los AAINESs, al: mantener bajos los niveles plasméticos de estos farmacos ex1ste la

posibilidad’ de que los efectos colaterales se vean disminuidos.

Los datos obtemdos en el presente estudio muestran que la‘CA

efecto antmocxceptlvo de IBU solo en algunas combmacn de m'ézclas de

el uso de la combmacwn IBU+CATF podria me_]orar SIgmf cauva.mente el perﬁl de segurxdad

de este compuesto

Por otra parte el desarrollo y aplncacxon de los modelos farmacomnetlcos-fannacodmamlcos
presentan algunos beneﬁcms potenciales: i .

1. Proveen una exacta y completa caracterizacién de la relacnon dosis-concentracidn-efecto.

2. Proporc;onan “medidas de potencia y act1v1dad intrinseca basadas en concentraciones

plasmaticas y no solamente en dosis como se reporta comiinmente®®

Una cuestién importante en la evaluacién preclinica de los farmacos es el grado de
predictibilidad de la potencia y actividad intrinseca en humanos basada en datos
farmacocinéticos-farmacodinamicos obtenidos en estudios con animales. Aunque la
variabilidad interindividual en farmacodinamia es generalmente grande®® se ha demostrado
que para numerosos faArmacos las concentraciones efectivas son similares en animales y
humanos®’. Por ejemplo, Cox y col. 98 reportaron intervalos similares de CEsq de varios
opioides en ratas y humanos; y Meibohm y col.*® aplicaron un andlisis farmacocinético-

farmacodinamico para evaluar la farmacodinamia de un compuesto nuevo: EMD 221 829 en
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perros y con ello se establecno la. potencxa in wvo del: .compuesto, ya que no era posxble el
estudio en humanos. AdlClona]mente a estos metodos farmacocmetlcos-farmacodmamxcos
tradicionales, también se ha usado el analisis- poblac1onal para determlnar la farmacologla in’

vivo de compuestos utilizados en etapa preclinica'®,

Los estudios sobre la relacién farmacocinética-farmacodinamica de AAINES son escasos. Esta
escasez se debe principalmente a la dificultad en establecer el curso ftembara'l '(:iéf'l’a respuesta
antinociceptiva en modelos experimentales de dolor. El modelo PIFIR propbrciona una
estimacion confiable de este curso temporal. Asi, los conceplos farmacocmetlcos-
farmacodinamicos pueden ser utiles para extrapolar los datos ‘prechmcos determmados en

l'°»l ‘re rtaron paravun compuesto ~

especies animales a humanos. Lieberman y Mchchae

(Tacrolimus) el uso de datos farmacocmetlcos farmacodmémwos ‘de nmunoensayos in vztro yv

modelos animales in vivo como una guia fo "mal"p

terapéutica y de dosis efectiva segura para estudios clinicos de fase

Otra herramienta utilizada en la transwlon de datos precllmcos a climcos esla extrapolacxon al
humano de datos obtenidos en ammales por escalamiento alométrico'®. Por ejemplo, Cosson
y col.'® usaron una combmac1on de escalas alométricas y modelos de efecto para seleccionar
la dosis de Sumatriptan a utilizar en estudios de fase I. Los autores concluyeron que el‘disefio
y eficiencia de subsecuentes estudios clinicos serfan beneficiados por la aplicacion de estas
técnicas. Khor y col.'® aplicaron ecuaciones alométricas y modelaje farmacocinético-
farmacodinamico en la seleccién de la dosis para ensayos de fase I de un antagonista

recombinante selectivo: el compuesto rPSGL-Ig.

Considerando los antecedentes mencionados, es importante establecer la rclacién,

farmacocinética-farmacodindmica de IBU tomando en cuenta los mecamsmos mvoluc

ambas etapas. Por los resultados determmados en este’ traba_]o en el que rio se encontraron -

diferencias estadisticamente significativas en Ios4mveles~plasmatxcos de IBU
smerglsmo en el efecto antinociceptivo:

administracién con y sin CAF, es poco probable'qué

se manifieste por un mecanismo farmacocmetlco._ Por otro lado, uno de los” prmmpa]es .

mecanismos de accién farmacodindmico de los AAINEs radica en la inhibicion de la sintesis
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de prostaglandmas o1 Para el ketoprofeno se ha reportado que’ mecanlsmos altemos
participantes enla potencxacnon del eI‘ecto antinociceptivo son los oploldes endogenos a mvcl
supraespinal e mhlblclon de fosfodlesterasas que metabohzan el AMPc a- mvel espmal y
fosfodiesterasas que metabohzan el GMPc a nivel supraespmal Dado que el ketoprofeno y el
IBU pertenecen a la: mlsma familia quimica, es muy probable que estos mecamsmos se

encuentren mvolucrados en’la potencnacxon del efecto antinociceptivo de la combinacion

IBU+CAF. Se" requler ‘le"ar a cabo estudlos dirigidos a esclarecer los mecanismos

farmacodmam:cos relacmnados con la potencnacnén antmomceptwa que ejerce la CAF al

admlmstrarse con: IBU
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CAPITULO V

Conclusiones

En el modelo PIFIR, la CAF permmo un mcremento sxgmﬁcatwo del efecto antmomceptlvo:
de IBU en las dosis: 10.0, 17.8 y'56.2 mg/kg de IBU combmadas con 17 8 mg/kg de CAI‘" un ,

niveles plasmaticos mostrd un comportamlento de histéresis con sentido contrarlo a las‘
manecillas del reloj, lo que sugiere un retardo en el equilibrio del farmaco entre el plasma yel :
sitio de accién. Las ABC del nivel plasmatico y del efecto antinociceptivo de IBU (ut11§zgndo :
las dosis: 10.0 17.8, 56.2 y 100.0 mg/kg de IBU solas y combinadas con 17.8 mg/kg deCAI")
se ajustaron al modelo Epms sigmoidal. Las ecuaciones matematicas que describiyersc:i‘ii‘ésta:i‘s

relaciones fueron:

Para el ibuprofeno: -

_.273.35C**
T26.0348 4 S

Para la combinacibn'ibuprofeno+céfeina:
| o 331.120%%
e T T 33,6457 4

donde: -
E= ABC del curso temporal del efecto antmocnceptlvo (%h)
C=ABC del ¢ curso temporal del mvel plasmallco de IBU (ugh/mL)

TREIY N
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Apéndice

Cursos temporales del nivel plasmitico de IBU determmados despues de admmlslrar IBU soloy
combinado con CAF. Media + EE, n = 6.
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Cursos temporales del efecto antinociceptivo de IBU determmados despues de admlmstrar IBU soloy
combinado con CAF. Media + EE,n=6, I L e el
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—e—- IBU+CAF 100.0-17.8 mg/kg

o T2
,Tlcmpor(h)r 3

Relacion entre la concentracion plasmaética y el indice de funcionalidad (IF) determinado después de
administrar IBU solo y combinado con 17.8 mg/kg de CAF. Media, n = 6. Para mayor claridad se
omitieron las barras de error.
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