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Introduccion

INTRODUCCION.

GENERALIDADES

Dentro de la patologia, la inflamacién es el proceso mis frecuente y extendido del ser
viviente; se encuentra en una u otra de sus formas, en la mayor parte de las enfermedades
que aquejan a la humanidad. No es solo su frecuencia, sino también sus consecuencias, tanto
en la vida como en la funcién de multiples o6rganos y sistemas, lo que le brinda mas
importancia (Syntex, 1987). La respuesta inflamatoria se encuentra estrechamente
relacionada con el proceso de reparacién, ya que sin la inflamacién, las infecciones no serian
controladas, ni curarian las heridas y los organos lesionados lendrian ulceras permanentes
(Smith, 1992). La inflamacion destruye, difluye o aisla al agente lesivo y pone en marcha una
serie de acontecimientos que, hasta donde es posible, reconstruyen el tejido lesionado. La
inflamacidn participa principalmente en enfermedades que destruyen el tejido conjuntivo, y
no existe organo, aparato o estructura que no pueda ser alterada a través del tejido
conjuntivo o intersticial. Estas patologias revisten tal complejidad, que hasta la fecha ha sido
imposible actuar terapéuticamente en todos sus niveles y estadios y menos aiin con efecto
especifico, ya que en la mayoria de ellas se desconoce su causa, aunque se vislumbren
ciertas posibilidades etiopatogénicas.

El impacto causado por la inflamacién en la vida del paciente es trascendental, desde
la desorganizacion de sus actividades fisicas, profesionales y demas, hasta el desequilibrio
psicologico al sufrir incapacidad parcial o total. A todo ello se le afiade el sufrimiento
ocasionado por el dolor que acompafia inherentemente al proceso inflamatorio, mismo que
puede ser ligero o intenso, localizado o extendido a la mayor parte de las estructuras del
cuerpo humano.

No obstante su funcién restauradora, la inflamaciéon y la subsecuente reparacion,
pueden ser potencialmente perjudiciales. Es precisamente debido a los efectos subyacentes a
la inflamacién (ya sea aguda, pero sobre todo tratandose de la inflamacién cronica) que
abundan en las farmacopeas los farmacos antiinflamatorios, que tedricamente limitan la
respuesta inflamatoria (Syntex, 1987).

Dentro de estos agentes antiinflamatorios destacan los AINEs (analgésicos anti-
inflamatorios no esteroideos), un grupo de farmacos que la mayoria de las veces no guardan
relacién quimica, pero si comparten caracteristicas de actividad terapéutica y de efectos
colaterales o secundarios (Roberts, JL y Morrow, JD 2001).

Los antiinflamatorios constituyen en la actualidad, la piedra angular de la terapia
antirreumatica. Pocas personas escapardn de algiin proceso reumatico en algan momento de
su vida y muy pocas escaparan también del tratamiento con algin farmaco antiinflamatorio,
(Syntex, 1989),
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Introduccion

Considerando que la magnitud de pacientes afectados por transtomos inflamatorios
suma millones de personas alrededor del mundo, y que éstos son incapacitantes y varian en
la frecuencia, duracién e intensidad; la basqueda de farmacos antiinflamatorios es continua y
precisa la valoracién del balance entre la eficacia, dosis y efectos adversos de un AINE
(antiinflamatorio no esteroideo) ya que de 1982 a 1990 cuando menos ocho AINEs han sido

restringidos o retirados del uso pablico en varios paises europeos y de Norteamérica
Girwood, 1992).
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Introduccion

FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMIA.

Para producir su efecto un farmaco debe alcanzar concentraciones adecuadas en los
sitios donde actia. Esta concentracion efectiva requiere de la integracion de factores tales
como la dosis administrada, la magnitud y velocidad de su absorcion, su distribucién a los
diferentes tejidos, su metabolismo y posterior eliminacién. Es decir, se requiere caracterizar
la farmacocinética (FC) del farmaco.

La fase farmacocinédlica estd en funcion principalmente de las propiedades
fisicoquimicas del farmaco y del estado fisiopatolégico del organismo receptor, siendo el
régimen de dosificacién el iinico factor de "control” externo (Aiache, 1983).

Por otra parte, el estudio de los efectos fisiolégicos y bioquimicos de los farmacos, asi
como los mecanismos de accién que éstos presentan debido a la interaccién entre el farmaco
y enzimas, membranas u otros componentes celulares es denominado farmacodinamia (FD).

Desde una perspectiva integrativa el punto de partida para las fases farmacocinética y
farmacodinamica, en el caso de farmacos de accién sistémica, es la presencia del farmaco en
la sangre. Es decir, se asume que el efecto terapéutico del mismo esta en funcién, directa o
no, de la concentracién en sangre, lo cual a su vez se relaciona con la cantidad y velocidad
con que el farmaco llega al torrente circulatorio (Cardenas-Rodriguez y Cortés-Arroyo,
1996).

Asi, la interaccion entre el farmaco, la forma farmacéutica en que se administra y el
organismo vivo de denomina sistema bioldgico o biosistema, que puede dividirse en
compartimentos, sin que estos correspondan necesariamente a un tejido u érgano. Esta
interaccion debe ser tal que se logre una farmacoterapia Optima y el modo de evaluarla
consiste en el andlisis de los pardmetros farmacocinéticos y de biodisponibilidad del
principio activo, relacionados con el biosistema.

El cdlculo y andlisis de los parametros, se efectia mediante modelos matematicos.
Estos son la representacién abstracta de la interrelacion de las variables de un sistema tales
como: concentracién plasmatica, excrecidon urinaria o de actividad farmacoldgica de un
farmaco. A partir de estas variable, el modelo deberia ser capaz de caracterizar al sistema en
estudio. Entre los parametros caracteristicos para definir la farmacocinética estan: el tiempo
de vida media de absorcién y eliminacion del farmaco, la depuracion, el volumen de
distribucién, el 4rea bajo la curva concentracidon-tiempo y la concentracién maxima
alcanzada (Cardenas-Rodriguez, Hy Cortés-Arroyo A., 1996).

Entonces, si consideramos que el sistema farmacocinético (FC) esta constituido por
mecanismos de liberacion, absorcién, distribucion, metabolismo y excrecién (el sistema
LADME), y que la estimulacién al sistema es la dosis administrada, la respuesta obtenida
serd la concentracion observada (C). Por otra parte, cuando el sistema biologico esta
constituido por mecanismos de interacciones farmaco-receptor (FD) y la estimulacién es la
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Introduccion

concentracion del farmaco en el sitio activo (Ce), la respuesta sera el efecto observado ( R)
(figura 1).

< —»>< >
FC FD

Figura 1. Interaccion del sistema biolégico, entre las fases farmacocinética y farmacodinamica
(tomado de Holford y Sheiner, 1981).

La vision anterior refleja el enfoque integral del andlisis simultaneo
farmacocinético/farmacodinamico (FC/FD), una disciplina que relaciona las fases
farmacocinética y farmacodinamia tal como lo describe Wagner, 1983: "El estudio de Ia
evolucion temporal de concentraciones y cantidades de farmaco y sus metabolitos en
fluidos, tejidos y excretas bioldgicas, asi como de la respuesta farmacolégica observada y Ia
construccion de modelos matematicos para interpretar los datos obtenidos".

Es importante realizar estudios de la relacion concentracion-efecto, ya que éstos
permitirian dilucidar mecanismos de accién de un mismo farmaco (p. €j. los efectos
antiinflamatorio, antipirético y analgésico de los AINEs), explicar la variabilidad biolégica
del farmaco, definir aquellos farmacos que actan a través de metabolitos. Ademads, son
utiles en el disefio racional de regimenes de dosificacion. Como resultado de lo anterior y
debido a su ftrascendencia hacia la practica clinica, los estudios que relacionan la
farmacocinética/farmacodinamia de los farmacos se ha incrementado notablemente en los
altimos diez afios. Esto ultimo ha sido posible gracias al desarrolio de los métodos analiticos
que permiten determinar al farmaco en los fluidos biol6gicos, asi como al progreso en los
métodos no invasivos, y en nuevos modelos farmacodinamicos que permiten valorar el
efeclo, ya sea in vitro o in vivo,

Para elaborar modelos FC/FD adecuados, es necesario que el muestreo de las
concentraciones en los fluidos biolégicos y las mediciones del efecto farmacolégico sean
repetidas y consistentes y que se pruebe un rango amplio de diferentes dosis del farmaco.
Asimismo, es importante que los métodos para evaluar el efecto y las concentraciones
reinan las caracteristicas de especificidad, reproducibilidad, sensibilidad, precision y
exactitud establecidas (Bellisant er a/, 1998). Finalmente, también debe subrayarse que la
integracién de los resultados, en ocasiones con un elevado numero de observaciones, solo es
posible a través de complejos programas de cémputo. La evolucion de estos programas ha
sido relativamente lenta y es una de las limitaciones para la realizacién de mas estudios o
que los que se elaboran cotidianamente sean incompletos — es decir, que sean solamente
farmacocinéticos o farmacodindmicos (Bellisant et a/, 1998).
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Introduccion

LA INFLAMACION.

La inflamacién es una respuesta patolégica/fisiolégica fundamental disefiada para
eliminar los estimulos nocivos introducidos en el huésped, que incluyen agentes quimicos
(loxinas y sustancias cdusticas), patégenos y endogenos (como aquellos producidos por el
sistema inmune), asi como para reparar las lesiones, radiaciones y quemaduras, entre otros.
La respuesta inflamatoria se encuentra estrechamente relacionada con el proceso de
reparacién, La inflamacion destruye, diluye o aisla al agente lesivo y pone en marcha una
serie de acontecimientos que, hasta donde es posible, reparan y reconstruyen el tejido
lesionado. Sin embargo, la inflamacién y consecuente reparacién pueden ser potencialmente
perjudiciales ya que comprende una serie de respuestas como la fagocitosis del agente
lesivo, la captura del agente extrafio por células especializadas y la neutralizacién del agente
nocivo mediante la hipertrofia de la célula o sus organelos. Los signos clinicos clasicos que
caracterizan a la inflamacidn son calor, enrojecimiento, hinchazén, dolor y pérdida de la
funcion (Robbins, 1990).

La inflamacién se divide en aguda y crénica en términos de su duracion, y por lo
general conduce ~ al igual que el dolor — a una pérdida de la funcionalidad de la parte
afectada (Robbins, 1990; Smith, 1992).

La inflamacién aguda tiene una duracién relativamente corta, que va desde unos
minutos, hasta varias horas o dias y sus principales caracteristicas son la exudacién de
liquido y proteinas plasmaticas (edema) y la migracién leucocitaria, predominantemente de
neutréfilos. Por otra parte, la inflamacion cronica es menos uniforme y obviamente, de
mayor duracién. Se asocia histologicamente a la presencia de linfocitos y macroéfagos y a la
proliferacién de vasos sanguineos y tejido conectivo. Muchas de las respuestas celulares de
la inflamacion estan mediadas por factores quimicos derivados de la accion del estimulo
inflamatorio sobre el plasma o las células que actilan conjunta o secuencialmente (Smith,
1992),

El campo de la respuesta inflamatoria es el tejido_conectivo vascularizado, incluyendo
el plasma, las células circulantes, los vasos sanguineos y los componentes celulares y
extracelulares del tejido conectivo. Las células circulantes que tienen importancia en la
inflamaci6n son los neutr6filos, monocitos, eosindfilos, linfocitos, bas6filos y plaquetas. Las
células del tejido conectivo son las células cebadas, que estan en intima relacion con los
vasos sanguineos, los fibroblastos, linfocitos y macréfagos del mismo.

Inflamacién aguda

El edema es una reacciéon inmediata o transitoria en la inflamacion aguda, que suele
comenzar inmediatamente después del estimulo lesivo, alcanza un maximo 5-10 minutos
despuds y puede desaparecer en 15-30 minulos, si no existe otro estimulo o si no se
desencadenan otros mecanismos. Esta reaccién se caracteriza por 1) cambios de flujo y
calibre vascular; 2) cambios de la permeabilidad vascular; y 3) exudacién leucocitaria.
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La respuesta inflamatoria estd mediada inicialmente por la histamina y posteriormente
por una gran variedad de mediadores quimicos que son activados en fases consecutivas (ver
Figura 2) (Robbins, 1990; Smith, 1992).

La migracién de leucocitos — principlamente macréfagos y neutréfilos — es uno de los
rasgos mas importante de la reaccidén inflamatoria. Estos pueden a su vez prolongar la
inflamacion y aumentar el dafio tisular por la liberacion de enzimas, mediadores quimicos y
radicales libres toxicos, entre otros. La secuencia de estos “acontecimientos leucocitarios” se
divide en: marginacién, adherencia, emigracién segun el estimulo quimiotactico, fagocitosis
y degradacién intracelular y liberacién de productos leucocitarios. La fagocitosis del
estimulo daflino, es un fendmeno dependiente de energia, que estimula numerosos
acontecimientos intracelulares y origina también la secrecion de sustancias no sélo dentro
del fagolisosoma, sino también al espacio extracelular, siendo las mds importantes: enzimas
lisosémicas, radicales libres de oxigeno (RLO) y productos del metabolismo del acido
araquidénico, incluyendo prostaglandinas (PGs) y leucotrienos (LTs). Estos productos son
mediadores poderosos de los efectos celulares y vasculares de la inflamacién y lesién tisular,
y amplifican los efectos del estimulo inflamatorio inicial (Smith, 1992).
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Flgura 2. Mediadores quimicos en la inflamacién (adaptado de Robbins, 1990).

La histamina y la serotonina (5-hidroxitriptamina) son los mediadores quimicos de la
fase activa inmediata al incremento de la permeabilidad. En el hombre y en ciertos roedores,
la histamina y la serotonina son producidas y almacenadas en los granulos de las células
cebadas, baséfilos y plaquetas. Estas aminas producen vasodilataciéon e incremento de la
permeabilidad vascular, especialmente en las vénulas.
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Muchos agentes producen la liberacién de estas aminas a partir de las células cebadas:
los agentes fisicos, las reacciones inmunes, los fragmentos del complemento C3a y CSa
(también llamadas anafilotoxinas) y los factores liberadores de la histamina, presentes en
neutréfilos, monocitos y plaquetas, asi como la interleucina-1. La concentracion de
histamina disminuye luego de los primeros 60 minutos del estimulo y los antihistaminicos
no tienen electo sobre la permeabilidad vascular en las fases retardadas (Syntex, 1987,
Smith, 1992).

Por otra parte, las proteasas plasmdticas incluyen tres sistemas activos e
interrelacionados entre si: el sistema del complemento, el sistema de las cininas y el sistema
de la coagulacion o fibrindlisis. Al igual que las aminas anteriormente mencionadas, poseen
actividades vasoactiva y quimiotictica, que median el incremento en la permeabilidad
vascular, el quimiotactismo sobre neutréfilos, edsinofilos y monocitos, la opsonizacion ante
la fagocitosis y la lisis de los microorganismos. Las anafilatoxinas del complemento C3ay
C5a, ademas de incrementar la permeabilidad vascular y la liberacién de histamina de las
células cebadas y plaquetas, poseen otros mecanismos que incremenian la respuesta
inflamatoria. C5a también activa la via de la lipooxigenasa (LO) para el metabolismo del
4cido araquidénico (A A) en tos neutrofilos y macrofagos (Robbins, 1990; Smith, 1992).

El sistema de las cininas da lugar a la formacion de un nonapéptido vasoactivo, la
bradicinina, un potente agente que incrementa la permeabilidad vascular y que no posee
actividad quimiotactica. La bradicinina se forma también a partir de la calicreina y el
cinindgeno. La bradicinina tiene una accién corta, va que se inactiva por la enzima cininasa.
La calicreina tiene actividad quimiotactica y produce agregacion de los neutréfilos in vitro
(Syntex, 1987).

En lo referente a los derivados oxigenados del dcido araquidénico (AA), los mas
importantes son las prostaglandinas y tromboxanos, considerados como autacoides u
hormonas locales de accion corta, que se forman rapidamente, ejercen su efecto localmente
y se degradan espontaneamente o son destruidas por la accion de enzimas. El AA es un
acido graso poliinsaturado de 20 carbonos (4cido 5, 8, 11, 14-eicosatetranoico), que deriva
directamente de la dieta o de la conversién del acido graso linoleico. Existe de forma
esterificada en los fosfolipidos de la membrana, particularmente en el carbono 2 de la
fosfatidilcolina y fosfatidilinositol. Para que el AA sea utilizado por la célula para formar
eicosanoides, tiene que ser antes liberado de los fosfolipidos, mediante la activacién de las
fosfolipasas celulares por estimulos mecanicos, fisicos y quimicos, o por otros mediadores
(por ej. C5a). El AA es metabolizado principalmente por dos vias: la via de la lipooxigensa
(LO) y la via de la ciclooxigenasa (COX), siendo los productos formados de estas reacciones
leucotrienos, prostaglandinas y tromboxanos, respectivamente (Robbins, 1990; Smith,
1992).

La ciclooxigenasa (COX) transforma rapidamente el AA en el endoperdxido
prostaglandina PGG; que, a su vez es convertido enzimaticamente en PGH,. En esta
conversién se genera un radical libre de oxigeno y entonces, la PGH, se convierte
enzimdticamente en:
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a) Tromboxano Az (TXAz), que se encuentra en las plaquelas y otras células, es un potente
agregante plaquetario de vida media corta (segundos) y potente vasoconstrictor.

b) Prostaciclina (PGl,), que se encuentra predominantemente en la pared vascular y es un
potente inhibidor de la agregacion plaquetaria y vasodilatador.

¢) Prostaglandinas (siendo las més estables: PGE;, PGFa y PGD3), que se encuentran en
muchos tejidos y ejercen diversas acciones sobre el tono y la permeabilidad vascular,

Por su parte la via de la lipooxigenasa (LO) implica la conversion de AA en derivados
hidroperodxidos (acido hidroperoxieiocosatetranoico — HPETE — en las plaquetas y 5-HPETE
y 15-HPETE en los leucocitos), por la acciéon de LO en los 4cidos grasos. El 5-HPETE
puede sufrir peroxidacién a adcido hidroxieiocosatetranoico (HETE), un potente estimulo
quimiotactico para los neutrdfilos. 5S-HPETE también da lugar a los leucotrienos. Un
derivado 5,6-epoxi, el leucotrieno Ay (LTA,) es luego convertido en leucotrieno By (LTB4) 0
por la adiciéon de un residuo de glutatién en leucotricno Cy (LTC4). LTC; es luego
convertido en leucotrieno D4 (LTDy) y posteriormente en leucotrieno E4 (LTE4). LTByes un
potente agente quimiotdctico que estimula la agregaciéon de los leucocitos al endotelio
vascular; mientras que LTCy, LTD, y LTE, producen vasoconstriccién, broncoespasmo y
aumento de la permeabilidad vascular, como se muestra en la figura 3 y en la tabla 1. De
igual manera, los neutrofilos también producen metabolitos trihidroxidos del AA,
denominados lipoxinas (Robbins, 1990).

TESIS CON

P

FALLA DE CoGEN




Introduccion
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Figura 3. Metabolitos del acido araquidénico en la inflamacion (Adaptado de Robbins, 1990)

Tabla 1. Acciones de los metabolitos del 4cido araquiddnico.

L e

ACCION METABOLITO
Vasoconstriccién Tromboxano A;, HPETE, endoperéxidos

leucotrienos C,, D4, Es.

Vasodilatacién PGl PGE, PGE,, PGD.

Aumento de la permeabllidad Leucotrienos C4, Dy, Ea.
vascular
Quimiotaxis Leucotrienos B8, HHT, HPETE,

HETE, D4, Es.

(Adaptado de Robbins, 1990).
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Inflamacién Crénica

Considerando que la respuesta inflamatoria aguda puede evolucionar hacia una
resolucién completa (recuperaciéon normal de la zona inflamada), a una curacién por
cicatrizacién (con sustancial destruccién tisular), a una abscesificacién (en infecciones por
agentes piogenos) o en el peor de los casos, progresar en direcciéon a una inflamacién
crbnica. De esta manera, la inflamacién crénica se caracteriza por destruccion tisular y por
una pérdida de la funcionalidad de la parte afectada, de mayor duracién que en la
inflamacion aguda, y puede generarse por:

1. Persistencia del estimulo lesivo o por alguna interferencia en la curacién normal. Se
caracteriza por destruccion tisular y por una pérdida de la funcionalidad de la parte
afectada, de mayor duracién que en la inflamacién aguda.

2. Brotes repetidos de inflamacién aguda (con periodos de curacién entre los brotes), como
en los casos de pielonefritis y colecistitis.

3. Una forma insidiosa, como una respuesta prolongada de bajo grado, sin sintomas
agudos. En esta categorfa entran enfermedades tales como la artritis reumatoide, la
tuberculosis y otras formas de patologias pulmonares croénicas, afecciones producidas
bajo las siguientes circunstancias:

ay -por-infeccién persistente con microorganismos infracelulares, que poseen baja

: toxicidad, pero que producen respuestas inmunes.

b) por exposicién prolongada a sustancias potencialmente téxicas (silice y
. -asbesto).

¢) .. :por reacciones inmunes, ante los tejidos del propio individuo (enfermedades

autoinmunes, como la artritis reumatoide).

La inflamacién crénica se caracteriza por la infiltracién de macrofagos, linfocitos,
eosindfilos y células plasmaticas, por la proliferacién de fibroblastos, células cebadas y
pequeilos vasos sanguineos; asi como por el incremento de tejido conectivo (fibrosis) y la
destruccion tisular. Este acumulo de células, puede persistir durante largos periodos de
tiempo, siendo el acopio de macrofagos la figura central de la inflamacién crénica. Los
productos toxicos para los tejidos, que éstos generan incluyen radicales libres de oxigeno,
proleasas plasmdticas y otros agentes quimiotdcticos que contribuyen a la lesion tisular
progresiva con consecuente alteracion funcional (Robbins, 1990; Smith, 1992).




11
Introduccion

MODELOS EXPERIMENTALES DE INFLAMACION

Los modelos inflamatorios en animales de laboratorio, permiten valorar
cuantitativamente la potencia y efectividad antiinflamatoria de los farmacos
antirreumaticos. En los animales de laboratorio ha sido posible diseftar un importante
naimero de modelos experimentales que representan con bastante fidelidad algunos procesos
inflamatorios. En general, estos modelos son ttiles para valorar la eficacia de los farmacos
antiinflamatorios, ya que las sustancias proinflamatorias que se utilizan permiten, gracias a
su estandarizacién, predecir con cierta seguridad la actividad terapéutica de los farmacos a
prueba (Tabla 2).

Tabla 2. Modelos farmacolégicos para evaluar inflamacién en animales de experimentaciéon En
estos estudios se utilizan agentes flsicos, quimicos, inmunogénicos, bacterias, virus y enzimas,
entre otros, para inocularlos en las articulaciones o en las extremidades (cojinete plantar) de
conejos, ratas, cobayos y otros animales de laboratorio, para producir alteraciones inflamatorias,
que en forma similar, se presentan en los procesos de artritis, osteoatritis y artritis reumatoide
(Modificado de Syntex, 1987).

MODELOS FARMACOLOGICOS PARA EVALUAR INFLAMACION EN ANIMALES DE
EXPERIMENTACION

AGENTES Fisicos

- Dislocacion articular Conejo Artrosis
AGENTES QuiMiCcOs

- Carragenina Rata Artritis reumatoide
- Sulfas Rata Artritis, periartritis
- Colestero! Conejo Artritis
- Caolina, dextran y formalina Rata Artritis reumatoide
AGENTES INFECCIOSO0S '

- Estreptobacilos Ratén Artritis reumatoide
- Diploestreptococos Rata Artritis reumatoide
- Herpes simple Conejo Artritis
AGENTES INMUNOGENOS

- Complejos inmunes Cobayo Artritis
- Adyuvantes (Freund) Rata Artritis reurnatoide
- Albumina y levadura Rata Artritis reumatoide
OTROS

- Papalna Conejo Artritis
- Enzimas hidrotiticas Conejo Artritis reumatoide
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Modelo de edema inducido por Carragenina

El modelo de carragenina es uno de los més utilizados para desarrollar edema en
modelos animales, porque presenta las siguientes ventajas (Syntex, 1987):

1. Que la sustancia agresora (carragenina) es estable y las cantidades necesarias para
producir una artritis reumatoide similar a la humana.

2. Que puede emplearse como un modelo agudo, subagudo o crénico de inflamacion.

3. La evolucion de la inflamacién es similar a la experimentada en el hombre (Zhang
et al, 1997).

4. Es altamente reproducible y presenta baja variabilidad inter-sujetos.

s, Es un modelo que permite una valoracion cuantitativa de la inflamacién producida,
de manera que las determinaciones no son subjetivas o indirectas (Di Rosa et al,
1968).

Las reacciones inflamatorias que intervienen en la respuesta inducida por carragenina
forman la mayor parte de las pruebas de eficacia de AINEs in vivo e incluyen las siguientes
pruebas: edema en el cojiente plantar, pleuresia inducida por carragenina y “bolsa de aire”
inducida por carragenina-murina (Willoughby ef al/, 2001).

La carragenina es una mezcla de polisaciridos sulfatados extraldos de las algas
marinas rojas Rhodophyceae. Posee la habilidad de formar geles termoreversibles y es
soluble en solventes polares, la forma k es soluble en solucién concentrada y caliente de
glucosa, en agua a ~ 60 ° C y en solucidn salina diluida; es insoluble en soluciones salinas
concentradas y solucién alcohdlica al 35%; la estabilidad 6ptima se obtiene a pH ~9.0 y el
grado de sulfatacién varfa de 25-30%. La forma A es soluble en agua, solucidn concentrada
y caliente de glucosa, en solucién salina concentrada y soluciéon alcohdlica al 35%; la
estabilidad éptima se obtiene a pH ~9.0 y el grado de sulfataciéon de esta forma va de 32-
39% (The Merck Index, 1995).

La dosis para producir el efecto inflamatorio agudo de carragenina varia entre 0.05 mL y
0.1 mL de una suspensién de carragenina en solucion salina al 1%, aunque se obtiene
variabilidad de un experimento a otro en funcién a la dosis y al tipo de carragenina
empleado (ya sea A o k). Casi todos los autores coinciden que la mejor via de administracién
es la subcutinea en el cojinete plantar de la pata trasera de la rata. El efecto méaximo se
alcanza entre las 3-5 horas posteriores a la administracién de carragenina y puede
permanecer por varias horas.
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De acuerdo a lo descrito por Willoughby ef a/, 1a administracion subcutdnea en el cojinete
plantar de la pata de la rata de 0.1 mL de carragenina en solucién salina al 1%, produce una
curva bifasica que describe los incrementos en el volumen del miembro lesionado. En esta
curva, existe una fase inicial que se caracteriza por la rapida formacién de edema y que se
produce durante los treinta minutos posteriores a la administracién de la carragenina;
seguida de una segunda fase mas lenta, pero sostenida respuesta inflamatoria, que es la que
puede permanecer constante hasta 5 h o mas. Después de este tiempo, la inflamacién
inducida por la carragenina tiende a desaparecer per se.

El mecanismo de produccion de edema por la carragenina ha sido ampliamente
estudiado, aunque los resultados obtenidos son controversiales. Algunos investigadores
seftalan que el edema es causado en la primera etapa, por la liberacion de histamina,
serotoning, y elementos del complemento, mientras que una segunda fase (2-3 h posteriores
al estimulo lesivo) se produce por la presencia de leucocitos. En su conjunto, todos estos
agentes son responsables del incremento en la permeabilidad vascular y del dafo causado al
tejido conectivo (Crunkhorn er al, 1971; Ferreira er al, 1974; Ucelay et al, 1988).

Considerando que las prostaglandinas potencian el edema producido por bradicinina,
histamina y serotonina, se ha postulado que el mecanismo basico (mas no el unico) de
accion de los AINEs es la inhibicién de la biosintesis de prostaglandinas (PGs) (Ferreira et
al, 1974; Roberts, JL y Morrow, JD 2001).

En ese sentido, Seibert et al/, en 1994 confirmaron investigaciones previas (Mitchel es
al, 1993; Xie et al, 1992) y encontraron que son por lo menos 2 isoformas de la enzima
ciclooxigenasa (COX), las responsables de la sintesis de PGs. Mientras que la COX-1 es
constitutivamernte expresada en muchos tejidos y es la encargada de mantener diversas
funciones fisioldgicas, la COX-2 se expresa de forma local ante el estimulo lesivo de ciertos
agentes proinflamatorios, como la carragenina. Los mismos autores describieron que el
tiempo necesario para que se produzca la maxima expresion de COX-2 es semejante al
requerido para alcanzar el maximo efecto inflamatorio inducido por carragenina, es decir,
entre los 60 minutos - 3 h posteriores al estimulo agresor (Seibert ¢/ al 1994;, Kun-Yu,
1998). Asi, las PGs formadas por COX-2 (PGE;) parecen ser de suma importancia en el
mantenimiento de la respuesta hiperalgésica e inflamatoria en el sitio de accién. (Zhang et
al, 1997).

A pesar de la correlacion arriba mencionada, la distribucién de las isoformas de la
COX y los mecanismos de accion de los inhibidores-COX en este modelo no se han
investigado sistematicamente. Algunos inhibidores selectivos de COX-2, como el rofecoxib,
han sido evaluados en este modelo, pero no se ha estudiado qué ocurre una vez transcurridas
las tres horas posteriores a la administracion de la carragenina.
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De hecho, los resultados obtenidos con los inhibidores selectivos de COX-2 en este
modelo son controversiales, ya que se ha demostrado que nimesulide y otros AINEs
requieren concentraciones que inhiben no sélo a COX-2, sino también a COX-1 para
obtener un efecto antiinflamatorio significativo; como la dosis de SC-58125 que Seibert et a/
necesitaron para inhibir el edema causado en la pata de la rata (in vivo) que fue 1, 000 veces
mas alta que aquella necesaria para inhibir la sintesis de prostanoides en el tejido de la pata
(in situ) (Willoughby er al, 2001). Sin embargo, algunos inhibidores selectivos de COX-1
como SC-560 no demostraron efecto antiinflamatorio en el modelo de carragenina, a dosis a
las cuales inhiben la actividad de COX-1 in vivo (Smith er al, 1998).

Esto sugiere que la COX-1 es importante en este modelo a pesar de que se expresa de
forma constitutiva en muchos tejidos y no necesariamente ante el estimulo de agentes
lesivos, como ocurre para COX-2; es decir, a pesar de que no es una enzima inducible como
es el caso de COX-2, aunque es necesario realizar mas estudios para determinar el papel que
desempefia COX-1 en el edema inducido por carragenina, como puede observarse en las
figuras 4 y 5 (Willoughby et al, 2001),
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Figura 4. Curso temporal tentativo que muestra la relacion entre COX-1, COX-2 y
‘COX-3' en la generacién y mantenimiento de la respuesta inflamatoria.
(Tomado de Willoughby et al, 2001).
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Figura 5. Modelo de PGs derivadas de COX-1 y COX-2 en la inflamacién y el dolor.
La sefal inicial periférica inflamatoria, produce una sobre-regulaciéon desde COX-2 y las
PGs que median la extravasacién de plasma y otras sefiales neurolégicas hacia el CNS.
Los mediadores inflamatorios incluidas la PGs incrementan el trafico nervioso, lo que
produce un incremento en la expresion de COX-2 en la médula espinal, lo que a su vez
produce PGs que influencian en las sefiales de dolor a nivel central (Tomado de Smith et

al, 1998).
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ANALGESICOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS (AINES).

Desde el punto de vista biologico, pueden distinguirse cuando menos tres componentes
patolégicos en la enfermedad reumatica de localizacién articular: la sinovitis articular, que
es la manifestacion del proceso inflamatorio crénico, en el que la participacién del sistema
inmunol6gico es evidente. Como se mencioné anteriormente, este proceso inflamatorio
cronico resulta de las alleraciones vasculares y celulares que se producen debido a la
descarga de las enzimas proteoliticas de los fagocitos, que a la vez que producen
inflamacion aguda, poco a poco deterioran, degeneran y finalmente destruyen el cartilago
articular, lo que permite la erosién ¢sea, con la consecuente inestabilidad fisica y
deformacién de la articulacion (Syntex, 1987).

Es debido a los efeclos subyacentes a la inflamacién (ya sea aguda y sobre todo
tratdndose de la inflamacion crénica) que abundan los farmacos antiinflamatorios, que
teéricamente limitan la respuesta inflamatoria normal. A pesar de que todos los
antiinflamatorios son capaces de modificar la inflamacién, sélo lo hacen de forma paliativa
y la mayoria de las veces, no tienen efectos sobre el proceso degenerativo (Robbins, 1990).

Los agentes farmacoldgicos mis importantes que inhiben la respuesta inflamatoria son
los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs). Estos farmacos antiinflamatorios,
analgésicos y antipiréticos; constituyen un grupo de compuestos heterogéneo, que no
guarda relacion quimica entre si (aunque muchos de ellos son 4cidos organicos), y la mayor
parte de éstos posee la capacidad de inhibir las dos isoformas de la ciclooxigenasa (COX),
COX-1y COX-2y de ciertos autacoides relacionados (Roberts, JL y Morrow, JD 2001).

No obstante la diversidad quimica de las moléculas que conforman este grupo de
farmacos, éstos compuestos comparten caracteristicas terapéuticas y de efectos colaterales,
siendo el mas frecuente de los eventos adversos, la propension a inducir ulceraciones
gdstricas o intestinales, que se acompaiian la mayoria de las veces, por anemia resultante de
la pérdida sanguinea. Todos los AINEs presentan la tendencia a producir efectos
secundarios que afectan el tracto gastrointestinal, que van desde la dispepsia y pirosis leves,
hasta ulceraciones en estomago o duodeno.

La inhibicion de COX-1 puede explicar en parte, los efectos adversos gastricos y renales
de los AINES, mientras que la inhibicion de COX-2 da como resultado la eficacia
terapéutica de los farmacos antiinflamatorios, siendo su principal mecanismo de accién la
inhibicién de sintesis de prostaglandinas y tromboxanos (Mitchel er a/, 1994), como puede
observarse en las figuras 6 y 7.

Sin embargo, los AINEs no suelen inhibir la formacién de eicosanoides como los
leucotrienos, que también contribuyen a la inflamacién, ni afecta la sintesis de muchos otros
medidadores que producen inflamaciéon o dolor. Adicionalmente, los AINEs se unen
firmemente a las proteinas plasmaticas, por lo que pueden desplazar a ciertos farmacos de sus
lugares de unién (Insel, 1996).
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Los mecanismos de accion de los AINEs incluyen de forma global:

1. Desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa.

2. Desplazamiento de los péptidos antiinflamatorios de la albumina.

3. Inhibicién de las enzimas lisosémicas.

4. Inhibicién de la quimiotaxis.

§. Inhibicién de la liberacién de serotonina e histamina.

6. Inhibicién de la sintesis de cininas.

7. Hiperpolarizacién de las membranas neuronales.

8. Inhibicién de la sintesis de protaglandinas (Syntex, 1987).

Siendo la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas, el mecanismo mas importante
y extensamente estudiado (Vane ef a/, 2001)

Fiebre

Agregacién Angiogenesis

plaquetaria

ntegridad Gl

Homeostasis
Iinflamacién
Inmunosupresion

Reabsorscién
6sea

COoOX-2

Tumorigenesis

cCOoX-1

Desarroflo Inmunidad
Celular

Respuestas
alérgicas

Fertilidad

Nocicepcién

PGs fase
retardada

PGs fase
inmediata

Desarroilo
defridfén

Figura 6. Eventos fisiolégicos en los que intervienen las dos isoformas de Ia
ciclooxigenasa (COX-1y COX-2). La conversidn de acido araquidénico (AA) a prostaglandinas
H, (PGH,), etapa obligada en la biosIntesis de prostanoides, es mediada por las dos isoformas
de la COX. Mientras COX-1 se expresa de forma constitutiva, COX-2 es altamente inducible y
ambas pueden ser inhibidas de manera selectiva.

Las dos isoformas de la COX estan involucradas en diversos procesos fisiolégicos y patoldgicos
que van desde la homeostasis celular y {a respuesta nociceptiva, hasta la regulacién de la
Inflamacién, la temperatura corporal y del sistema inmune entre otras.

Donde Gl = gastrointestinal. (Modificado de Bailou et a/, 2001).
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Como se menciond anteriormente, la enzima ciclooxigenasa es la responsable de
convertir el acido araquidénico (AA) a prostaglandinas (PG) Ha, la cual es
posteriormente metabolizada por otra enzimas a otras PGs, prostaciclina y
tromboxanos. Las dos isoformas de COX tienen pesos moleculares muy similares (70 a
71 kDa) y la secuencia de aminoacidos es 60% homoéloga entre una isoenzima y otra
(Vane er al, 2001). La activacién de COX-1 es responsable entre otros, de la produccién
de prostaciclina, la cual una vez liberada del endotelio, posee efectos antitrombogénico
y vasoldilitador, mientras que en la mucosa gastrica actia como citoprotector. Por su
parte COX-2 interviene en la producciéon de citocinas, mitdgenos y endotoxinas
(Mitchel et al, 1994, Vane et al, 2001).

El descubrimiento de las isoformas de la COX permitié una mejor interpretacién
. de la teoria general que explicaba el mecanismo de accién de los AINEs, asi como
dilucidar los efectos adversos y terapéuticos que estos farmacos tiene en comun. De esta
forma, los AINEs pueden clasificarse de acuerdo a la selectividad con que inhiben una
u otra isoenzima de COX (ver tabla 3), siendo los inhibidores selectivos de COX-2 los
que presentan efectos antiinflamatorios notables, sin la alta incidencia de efectos
adversos (ej. rofecoxib, celecoxib, meloxicam y nimesulide), mientras que los
inhibidores de COX-1 (ej. aspirina, indometacina e ibuprofeno) son responsables de los
electos indeseables de los AINESs, tales como las ulceraciones y posteriores hemorragias
gistricas y de los efectos toxicos renales — ver figura 7 - (Vane ef al, 2001).

Esta hipéiesis, es controversial ya que no cuenta con el respaldo suficiente de estudios
realizados en animales y los que existen difieren entre si. Por el momento la evidencia
clinica indica que los inhibidores selectivos COX-2 son mejor tolerados que los COX-1
(Mitchel et al, 1994, Vane et al, 2001).

Adicionalmente y a pesar de las potenciales ventajas terapéuticas de los inhibidores
selectivos de COX-2, la isoforma COX-2 (inducible en las células expuestas a estimulo pro-
infllamatorio) también se expresa de forma constitutiva en ciertas areas del rifién y del
cerebro (ver figura G), por lo que no quedan exentos los inhibidores selectivos de COX-2, de
producir dailos durante sus uso en terapia crénica y razon por la cual Zunaid, K & Emery, P.
2001, sugieren diversos estudios a largo plazo para los diferentes procesos inflamatorios
(artritis reumatoide, osteoatritis, espondilitis anquilosante), en donde otros AINEs no
selectivos constituyen la piedra angular de la terapia antiinflamatoria (Roberts, JL &
Morrow, JD 2001).
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Tabla 3. Clasificacién quimica de los fArmacos analgésicos, antipiréticos
y antiinflamatorios.

INHIBIDORES NO SELECTIVOS DE COX

Derivados del 4cldo salictlico
Aspirina, saliclato de sodio, trisalicliate de magnesio-colina, saisalato,

diftusinal, sulfasalazina, oisalazina

Derivados para-aminofenol
Acetaminotén

Derivados del dcido indélico o indeno
indometacina, sulidac

Acidos heteroarflico-acético
TYolmaetin, diclofenac, ketorolac

Acidos aril-propidnico
ibuprofeno, naproxeno, flurbiprofeno, ketoprofeno, tenoprofeno, oxaprozin

Acidos antranlilico (fenamatos)
Acldo metenamico, cldo meciofenamico

Acidos endlicos
Oxicam {piroxicam, mefoxicam}

Alcanonas
Nabumetona

INHIBIDORES SELECTIVOS DE COX-2

Furanonas diariil-sustituidas
Rofecoxib

Furanonas diaril-sustituidas
Celecoxib TESIS CON

Aclido indol-acét! N -
O odotae FALLA DE ORIGEN

Sulfonailidas
Nimesufide

(Adaptado de Roberts, JL & Morrow, JD 2001).

La nueva generacion de AINEs, los inhibidores selectivos de COX-2 del tipo
coxib (celecoxib, rofecoxib) han demostrado ampliamente sus notables efectos
antiinflamatorios, y en menor grado analgésicos y antipiréticos. Ambos coxib poseen
eficacia analgésica similar a aspirina, ibuprofeno o naproxeno, para aliviar el dolor
posterior a una extraccion dental. Rofecoxib también ha demostrado actividad
antipirética en humanos. Celecoxib y rofecoxib son equipotentes a naproxeno,
ibuprofeno o diclofenac en el tratamiento de osteartriris (OA) de cadera y rodilla, y en
general de todo tipe de osteoatritis. Celecoxib es igual de eficaz que naproxeno y
diclofenac, en el tratamiento de artritis reumatoide (AR) (Karim, Z & Emery, P.; 2001).

[ — - —— ——— ]
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Tanto celecoxib como rofecoxib, han mostrado menor incidencia de dispepsia,
tlceras pépticas y hemorragias gastroiniestinales que con el uso de otros AINEs como
apirina, indometacina e ibuprofeno. De hecho rofecoxib no ejerce efecto sobre la
sintesis de PGs de la mucosa gastrica o sobre la permeabilidad del intestino delgado.

ESTIMULO ESTIiMULO
FISIOLOGICO INFLAMATORIO

v

OJOJ0,

Macrofagos / Otras células
@ coXx-1 coX-2
Constituva inducida
TXA, PGI, PGE, Proteasas PGs 0"':5'}"':‘2;"?"::;"
Mucosa
Plaquetas endotelial Rifidn Inflamacion
estomago
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Figura 7, interrelacién de las vias de produccién de eicosanoides por COX-1 o COX-2.
Bajo condiciones fisiologicas, la activacién de COX-1 en plaquetas, endotelio, mucosa géstrica o
ritén produce la liberacion de tromboxano A, (TXA ),, prostaciclina (PGl,), o prostaglandina E,
(PGE;). La liberacién de estos eicosanoides es selectivamente inhibida por farmacos tales como
aspirina (1).

El estimulo inflamatorio libera citocinas, como la interleucina 1, que induce a la sintesis de COX-
2 en las células, tales como los macréfagos, lo cual produce liberacién de prostaglandinas (PGs).
Esta liberacidon de PGs, adicionales a ciertas proteasas y otros mediadores pro-inflamatorios (ej.
radicales libres de oxlgeno) dan por resultado el proceso inflamatorio.

La via de COX-2 puede ser interrumpida en diversas etapas o estadios por antagonistas o
anticuerpos a citocinas y mitégenos (2), inhibidores que influyen en la induccién de COX-2 (ej.
glucocorticoides) (3), o inhibidores selectivos de COX-2 como aquellos del tipo coxib (4).
(Tomado de Mitchel et al, 1994).

Sin embargo, los AINEs tradicionales tales como diclofenac, meloxicam y
naproxen; permanecen como los farmacos de eleccién primaria en el tratamiento de la
AR y de otros procesos inflamatorios, ya que disminuyen la inflamacion y el volumen

L - "
Biofamacia



21
Introducciion

de liquido sinovial de la articulacién afectada de manera eficaz, aunque presenten los
efectos adversos antes mencionados (Zunaid, K y Emery, P. 2001).

TOLMETIN: 4cido 1-metil-5-(4 metilbenzoil)-1-H-pirrol-2-acético.
acido 5-(p-tolouil)-1 metilpirrol-2-acético.
p.f. 155-157 °C, log P 2.79, pka 3.5,
A en solucién acuosa: 232 nm.
CisHisQa. P.M, 257.29
Tolectin, tolmene, reutol (Index Merck, 11° ed).
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Figura 8. Estructura quimica del tolmetin.

Quimicamente, el tolmetin es un miembro de la serie pirrdlica/acido acético, y
por lo tanto, similar al zomepirac y a la indometacina (Goodman & Gilman, 1990). El
tolmetin es una agente antiinflamatorio, analgésico y antipirético introducido a la
practica clinica en los E.U. y posteriormente al resto del mundo en 1976. La efectividad
antiinflamatoria y analgésica del tolmetin en humanos se ha demostrado ampliamente
en el tratamiento de artritis reumatoide (AR) crénica o aguda, artritis juvenil (AJ),
osteoartritis (OA) y espondilitis anquilosante (EA), entre otras (Berkowitz ef al; 1974;
Goodman & Gilman, 1990). La dosis terapéutica usual es de 0.6 a 1.8 g de tolmetin
diarios, divididos en tres o cuatro tomas (Guia Profesional, 1993).

El tolmetin sédico presenta diversos efectos adversos que van desde dispepsia,
dolor abdominal, nausea, vomito, constipacion y cefalea hasta anafilaxis y hemorragia
gastrointestinal. Sin embargo, la incidencia de reacciones adversas, es mas baja que con
el uso de aspirina, indometacina y fenilbutazona; entre otros AINEs (Lewis, 1977;
Berkowitz er a/ 1974; Maibach, 1976). No obstante lo anterior, posee la ventaja de ser
bien tolerado y seguro, mostrando bajo indice de ulcerogenicidad en ratas (relacién
ulcerogenicidad/DEs) (Wong er al, 1973; Berkowitz ef al, 1974).

En roedores el tolmetin es ~50 veces menos nocivo que los AINEs anteriormente
mencionados, en la producciéon de lesiones gastricas e intestinales (Brogden et al,
1978). Adicionalmente, el tolmetin no afecta la funcién renal y se ha encontrado poca
frecuencia de hemorragias gastrointestinales, presentando asi, el mejor balan:e entre

e ——— e ————————]
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efecto antiinflamatorio/analgésico y reacciones adversas, comparado con aquellos
AINE:s de uso comun (Rainsford, 1985).

MECANISMO DE ACCION.

Como antiinflamatorio, tiene una eficacia similar a la de aspirina e indometacina,
siendo 5 veces mas potente que la fenilbutazona en las pruebas de edema inducido por
carragenina y caolina en ratas (Carson ef al, 1971). Ha resultado ser un valioso agente
antiinflamatorio en las pruebas de abscesos agudos y subagudos producidos por
carragenina y caolina, en la del granuloma inducido por pellet de algodén (Wong et al,
1973), en la prueba de eritema producido por luz ultravioleta en cobayos (Brogden er
al, 1978); asi como en la prueba de artritis cronica adyuvante, inhibiendo
significativamente el desarrollo de poliartritis inducida por Mycobacterium butyricum ¢
impidiendo y previniendo los cambios degenerativos osteogénicos en la prueba de
artritis adyuvante cronica, antagonizando la infiltracién celular inflamatoria, la erosion
osea y la fibrosis tisular (Wong et al, 1973).

Ademids, el tolmetin presenta actividad antipirética en la prueba de levadura
(Wong et al, 1973) y analgésica en las pruebas de estimulacion eléctrica en la pulpa
dental en perros, prueba de contorsién abdominal con fenilquinona, acido acético y
acetilcolina en ratas y ratones (Brogden et al, 1978; Nakamura y Shimuzu, 1981), enla
prueba de Haffner (pellizco en la cola de roedores; Rainsford, 1985) y mas
recieniemente en el modelo de disfunciéon inducida por dolor en ratas (Flores-Acevedo
et al, 1995 y Flores-Murrieta er al, 1998).

En 1976, Taylor y Salata demostraron con estudios cinéticos que el tolmetin es un
potente inhibidor de la sintesis de prostaglandinas E, (PGE3) in vitro (modelo de vesicula
seminal bovina), actuando de forma reversible y competitiva sobre la ciclooxigenasa. E!
toimetin es un inhibidor significativamente mas potente que naproxeno, fenoprofeno,
ibuprofeno, fenilbutazona y aspirina; y dos veces menos potente que el 4cido
mefendmico, acido flufenamico, ketoprofeno y dictofenaco sédico, en este modelo.

FARMACOCINETICA DEL TOLMETIN.

En humanos, el tolmetin se absorbe rapidamente 10-20 min despuéds de una
administracién oral, con una Ka de 4.18 £ 3.95 h ™!, Se excreta casi completamente por
via renal con una constante de eliminacion de 0.893 h ~', un 1, de 0.83 h; tiene un Vd
de 0.098 = 0.036 L/kg y una union a proteinas de 99% (Brogden ef a/, 1978).

Aunque presenta un alto grado de unién a proteinas, 60-70% de la dosis
administrada se distribuye en los compartimentos extravasculares (Selley et al, 1975;
Cressman er a/, 1976). En ratas Wistar, el tolmetin tiene una t, de 0.5-1 h, y una unién
a proteinas de 99%, mientras que en ratones macho el 1, es de 1.2 % 0.3 hy en ratones
hembra de 1 h (Migdalof er al, 1976). Para el tolmetin, se ha reportado que existen
diferencias en sus parametros farmacocinéticos (administracion extravascular)
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relacionadas con el sexo de los roedores (ratas hembras y machos) usados, siendo el
area bajo la curva y el t, los mas afectados (Granados-Soto et al, 1996).

El tolmetin se metaboliza basicamente en el higado, y el principal metabolito
excretado por orina en humanos, monos y ratas (50-70% de la dosis) es el acido
dicarboxilico 5-p-carboxibenzoil-1-metil-1H-pirrol-2-acético (Sumner et al, 1975;
Selley et al, 1975), el cual no posee actividad ulcerogénica o antiinflamatoria (modelo
de inflamacién inducida por carragenina). 10% del tolmetin se elimina por orina como
conjugados del tolmetin, 3% como otros metabolitos (glucurénido de tolmetin y
tolmetin-OH) y 17% como farmaco inalterado (Sumner e al, 1975; Brogden et al,
1978). Esencialmente, la cantidad administrada se recupera en orina, luego de 24 h
(Rainsford, 1985).

El tolmetin sédico muestra persistente acumulacién en el liquido sinovial, tejido
conectivo y fluido extracelular (posterior a 8 horas después de administrado). Esta
acumulacién puede estar estrechamente relacionada con sus efectos antiinflamatorios
(Hashimoto er al, 1979; Sydney er al, 1982). Asimismo, los niveles de PGE; y PGF; en
el liquido sinovial permanecen significativamente suprimidos en pacientes artriticos
hasta por 24 h (Sydney et a/, 1982).

Del mismo modo, se ha encontrado una marcada acumulacién del tolmetin en el
tejido inflamado (pata trasera de la rata) en el modelo de inflamacién inducida por
carragening, concentracion hasta dos veces mayor que en el control y al tiempo del
efecto inflamatorio miximo que ésta presenta (3-5 h), esto sugiere que el tolmetin es
depurado més lentamente en las ratas tratadas con farmaco, que en las ratas control. La
captacion y almacenamiento de farmaco en tejido inflamado, tras una administracién
oral, ha sido descrita para varios antiinflamatorios, como bumadizona, etofenamato y
acemetacina (Wood et al, 1983).

Estos resultados sugieren que la cinética de los AINEs en plasma o sangre, no es
buen indicador para evaluar la actividad biologica del mismo - ver figura 9- (Sydney er
al, 1983; Rainsford, 1985).

L ————— — ——————————
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Figura 9. Representacién compartimental de la distribucién de tos AINEs. El farmaco
entra al plasma a partir del tracto gastrointestinal (T.G.I.) y llega a la circulacién sistémica.
Durante la fase inicial, el farmaco difunde a los espacios intersticiales, incluido el fluido sinovial
(en el cual, algunos AINEs como tolmetin muestran acumulacion continua). Posteriormente, el
farmaco difunde del espacio intersticial hacia el plasma.

Otros compartimentos importantes donde las concentraciones de farmaco se equilibran con
las del espacio intersticial, son las células del tejido inflamado, donde se asume tiene lugar el
efecto del farmaco; asl como en el tejido adiposo, donde los farmacos altamente liposolubles,
se encuentran en grandes concentraciones, y de donde son liberados continuamente
(Tomado de Simkin, P. 1988).

El tolmetin muestra una cinética dosis-dependiente en los rangos terapéuticos
probados en diferentes experimentos y especies (Selley ef al, 1975; Cressman et al,
1976; Brogden ef al, 1978). Basados en farmacocinética lineal, el t,; de tolmetin es de ~
1 h; sin embargo, usando modelos no-lineales, el t; de tolmetin se ve incrementado
hasta ~ 5 h, y el Vd cambia de 7 L (0.098 L/kg) en la farmacocinética lineal, a 2.5 L
(0.035 L/kg) en un modelo de eliminacién no lineal (Brogden er al, 1978).

Los pardmetros farmacocinélticos de tolmetin no cambian tras administraciones
repetidas del farmaco (Selley er al, 1975; Furst ef al, 1983), ni tampoco se encuentran
diferencias significativas en el grado de absorcion y eliminacién, asi como en las
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concentraciones plasmaticas y sinoviales del tolmetin entre pacientes artriticos y
voluntarios sanos en diferentes estudios clinicos (Selley et a/, 1975, Furst et al, 1983).

No obstante, esta tltima acepcién debe ser cuidadosamente interpretada,
considerando que la artritis es una enfermedad sistémica que puede afectar las
funciones hepdtica y renal, y producir alteracién de las concentraciones plasmaticas de
albumina en los pacientes artriticos; asi como las dilerencias encontradas en el area
bajo la curva entre los grupos que recibieron el tratamiento. Del mismo modo se debe
considerar la relacion indirecta que guarda el t, corto del tolmetin, con su efectividad
clinica prolongada (Brogden et a/, 1978; Rainsford, 1985).

Aunque la relacion existente entre los niveles plasmaticos del tolmetin y los
encontrados en liquido sinovial, sea indirecta (Sydney et al/, 1982), si existe
concordancia entre la concentracién de tolmetin en exudados peritoneales (Nakamura
& Hashimoto, 1981) y sangre total (Flores-Acevedo, 1995) con las enconiradas en
plasma (Wood et al, 1983).

El tolmetin potencia sus efectos antiinflamatorios, analgésicos e inhibitorios de la
degeneracién 6sea, cuando se coadministra con acetamininofén o corticosteroides como
prednisona (estos Giltimos a dosis estables fijas: Brogden er a/, 1978; Wong y Gardocki,
1983), y se observan cambios en los parametros farmacocinéticos del tolmetin (4rea
bajo la curva, el Vd se incrementa hasta un 40%, aclaramiento y desplazamiento de
albiimina — incremento de la fraccién libre de tolmetin), cuando éste se administra
concomitantemente con aspirina (Cressman et al, 1976). Por otro lado, la
farmacocinética del tolmetin no se ve afectada con el uso concomitante de antidcidos
que confienen hidroxidos de aluminio y magnesio (Brogden er a/, 1978) ni con el
hipoglicemiante oral glibenclamida (Wong y Gardocki, 1983). Ademas, en un estudio
in vitro en cerebro de ratas, se observo la potenciaciéon en la accién de cuatro
quinolonas: norfloxacina, ciprofloxacina, enoxacina y 4cido pipemidico (Squires y
Saederup, 1993).
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OBJETIVOS

De acuerdo a lo anteriormente expuesto, se plantearon los
siguientes objetivos: ‘

OBJETIVO GENERAL. ~ Caracterizar = la’ farmacocmetlca “del
tolmetin, asi como su efecto antunﬂamatono en’ un modelo
experimental en ratas. . »

OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Realizar curvas dosis-respuesta del tolmetm a las snguxentes
dosis: 1.0, 3.2, 10, 32, 56’y 100 mg/kg, empleando el modelo
de mﬂamacnén inducida por carragemna en ratas.

2. Validar un método analitico (cromatografia de liquidos de alta
resolucién) para la cuantificacion del tolmetin en muestras
sanguineas.

3. Caracterizar los perfiles farmacocinéticos y farmacodinamicos
del tolmetin. Determinar los parametros farmacocinéticos
béasicos, asi como evaluar las diferencias entre los diferentes
grupos tratados y el grupo control.
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Materiales y métodos

MATE RIALES Y METODOS.

A.- REACTIVOS.

El tolmetin soédico dihidratado fue comprado a Sigma Chem. Co. (lote 107H1247).
La trometamina de ketorolac (estandar interno) fue donada por Laboratorios Syntex (lote
9800002579). Se utilizd acetonitrilo grado cromatografico (EM Sci; lote Ax0142-1) y el
agua grado cromatografico se obtuvo a través de un sistema Milli Q (Continental Waters
Systems; El Paso, TX, EUA). La carragenina, fraccion lambda (forma no gelatinizante)
tipo IV se compro a Sigma Chem. Co. (lote 118H0665) . Todos los demas reactivos
fueron grado analitico.

B.- EQuUIPOS.

Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion, equipado con una bomba Waters
modelo 510, columna Novapak C18, 150 x 3.9 mm, 4 um de tamafio de particula y
detector de longitud de onda variable modelo 486.

Pletismografo constituido por capsula de mercurio, transductor y poligrafo Grass
modelo 7D (Quincy; Mass, EUA). Balanza analitica Ohaus AP110S, potenciémetro
Beckman & 32 pHmeter, balanza semianalitica Sartorius PT1200. Centrifuga 1EC
(International Centrifuge, Boston, MA, EUA), pipetas volumétricas repetitivas
(capacidad de volumen varios) Eppendorf y pipeta Finnpipette Digital B98924 (40-200

uL).

C.- DISENO EXPERIMENTAL. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo a la Guia
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (ILAR, 1997) y de las
recomendaciones del forum de 1997, “Beneficios y manejo ético de los animales de
experimentacion” (Rowan, 1997). Se emplearon ratas macho cepa Wistar entre 180-220
g de peso (provenientes del bioterio de la Seccion de Terapéutica Experimental
CINVESTAV- Tepepan), divididas en los siguientes grupos (n = 6):

P

N TS O

1. Grupo control: at cual se le administré p.o. el vehiculo del farmaco (metilcelulosa
al 0.5%) y recibi6 una administracion subcutanea de carragenina (1%) en el cojinete
plantar de la pata derecha.
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2. [Ifecto antiinflamatorio del Tolmetin: 6 grupos que recibieron tolmetin (via oral) en
dosis de 1.0, 3.2, 10, 32, 56 y 100 mg/kg + carragenina al 0.1% (en el cojinete
plantar de la pata trasera, via subcutanea), mismos que se utilizaron para determinar
el efecto antiinflamatorio del tolmetin.

3. IC del Tolmetin: 5 grupos que recibieron tolmetin (via oral) en dosis de 3.2, 10, 32,
56 y 100 mg/kg. Estos animales fueron canulados en la arteria caudal de la cola
para la obtencion de muestras sanguineas (100 pL) durante un periodo de 6 h.

4. -[lifecto de la carragenina sobre la I'C del Tolmetin: 5 grupos tratados de manera
semejante al punto anterior pero que recibieron simultaneamente con el farmaco,
una administracion subcutanea de carragenina (1%).

D.-' PREPARACION DE TOLMETIN PARA ADMINISTRACION ORAL.

Se peso-una cantidad; de-tolmetin sdédico y se disolvié en una solucion previamente
preparada de metilcelulosa al 0.5%, de tal forma que al administrar oralmente a razén de
4 mL/kg de ésta, quedara una concentracion final de 1, 3.2, 10, 32, 56 y 100 mg/kg.

Por ejemplo, para la dosis de 10 mg tolmetin/kg de peso y considerando que por via
oral se administra una relacion de 4 mL/ kg de peso:

10 mglleg =2.5mg/mL  Si4mL —»1000g
4 mL/kg X 3 1500g (= promedlo 6 ratas)
X = 6mL

Porlo tanto 2.5 mg —> 1 mL; para 6 mL, se pesaron 15 mg de tolmetm sodxco +6
mL de metilcelulosa al 0.5%. . :
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Materiales y métodos

E.- PREPARACION DE SOLUCIONES Y FASE MOVIL PARA EL SISTEMA
CROMATOGRAGICO.

Solucién patrén y curva de calibracion de tolmetin.  Se pesaron 10 mg de tolmetin
y se aforaron a 10 mL con fase mévil, para obtener una solucion con una concentracion
de 1 mg/mL. A esta solucion se le denomina selucién A y por diluciones secuenciales
de esta solucion, en fase movil; se construyeron las soluciones requeridas para la curva
de calibracion y para los controles de calidad, de la siguiente manera:

SOLUCION A AFORO CONCENTRACION FINAL
(1g/mL)
3ambL 20 mL 150
1mL 10 mL 100 (Soin B)
0.75 mL 10.mL 75
0.5 mL 10 mL 50
0.25 mbL 10 mL 25

De la solucién B (100 pg/mL) se tomaron:

SoLuciON B AFORO CONCENTRACION FINAL
(ng/mL)
1mbL 10 mL 10
0.5 mbL 10 mbL 5 (SolnC)
0.25 mi. 10 mL 2.5 (Soin D)

De la solucion C (5§ pg/mL) se tomaron:

SoLucIiON C AFORO CONCENTRACION FINAL
(ng/mL)
amL 10 mL 1.5
2.5 mL 10 mL 1.25 (Soln E)

De la solucién D (2.5 pg/mL) se tomaron:

SoLucioND AFORO CONCENTRACION FINAL
(pg/mL)
1 mL 10 mL 0.25

Finalmente de la solucién E (1.25 pg/mL) se tomaron:

SOLUCION E AFORO CONCENTRACION FINAL
{ng/mL)
1mL 10 mL 0.125




Como el tolmetin comercial se encuentra en forma de sal dihidratada, se realizo la
correccidn por el peso molecular, de la siguiente manera:

1 g de tolmetin sodico dihidratado ----- 315.30
X e 257.29 (P.M. tolmetin base seca)
x =0.815
in_sadi ihi = 1.2254 factor de correccién.

0.815 g tolmetin

Solucién del estandar interno. Para la solucion del estandar interno (trometamina de
ketotorolac) se prepararon 10 mL de una solucién inicial con una concentracién de 1
mg/mL, y por dilucion de 1:10 mL en fase mévil, se obtiene la solucién final con una
concentracion de 100 pg/mL. ‘

Fase mévil. La fase movil utilizada fue una mezcla de acetonitrilo/solucion acuosa de
acido fosforico (I mM, pH 3.0) en una proporcion 38:62. La solucién acuosa de acido
fosforico 1 mM, se preparé colocando 67 uL de acido orto-fosforico al 85% (P.M., 98,
S rel. 1.71) en un matraz volumétrico de 1000 mL, Hevando a volumen con agua HPLC.
El ajuste del pH a 3.0 de esta solucion, se llevd a cabo con unas cuantas gotas de NaOH
1M

A 620 mL de esta solucion acuosa de acido fosforico se le adicionaron 380 mL
de acetonitrilo y a la mezcla resultante se le filtré a vacio a través de un filtro Millipore
de 0.45 pm. Posteriormente se desgasifico la fase moévil con 15 minutos de
ultrasonicacion.




F.- ESTUDIO FARMACOCINETICO.

CRatas Wistar macho (180-220 g)

H

(Anestesiar con éter )

-

Ganular en la arteria caudal de la cola)
Tomar la muestra al tiempo cero

-

Administrar el tolmetin sédico p.o.)

-

Tomar 100 pl. de sangre a 5, 10, 15, 20,
30, 45, 60, 120, 180, 240, 300 y 360 min.
posteriores a la administracion

-

Recibir la sangre en viales Eppendorf, que contienen
900 pL de solucién reguladora de fosfatos pH 7.4

-

Agitar con vortex y almacenar las muestras
en congelador a — 70 °C, hasta su anélisis
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G.- EXTRACCION DEL TOLMET{N EN MUESTRAS SANGUINEAS (Flores-Acevedo, 1995).

100 uL. de sangre se mezclaron en vortex con 900 pl. de una solucidon
amortiguadora de fosfato de potasio 0.05 M, pH 7.4. A cada tubo conteniendo la
mezcla sangre-amortiguador de fosfatos se le adicionaron 100 pL de una solucion de
100 pg/mL de trometamina de ketorolac (estandar interno), 200 pL de acetato de sodio
0.5 M, pH 4.0 y 8 mL de éter etilico. Esta mezcla se agitd nuevamente en vortex
durante 1 minuto, luego de lo cual, se centrifugd durante 10 minutos a 4,000 rpm.
Posteriormente se transfiere el sobrenadante a otro tubo, en el cual se evapora la fase
orgédnica hasta sequedad (bajo ligera corriente de nitrogeno) en baifio de agua a 50 °C.
Finalmente se reconstituyé el residuo final con 200 puL de fase movil, inyectando 100
ML de muestra al sistema cromatografico.

H.- CONDICIONES CROMATOGRAFICAS UTILIZADAS PARA EL ANALISIS DE LOS
EXTRACTOS DE MUESTRAS SANGUINEAS DE TOLMETIN (Flores-Murrieta ef al, 1995).

Se utilizé un sistema cromatografico integrado por los siguientes componentes:
cromatografo fabricado por Waters (Waters Assoc. Milford, MA, EUA), con bomba
modelo 510, inyector U6K, columna Novapak C g de 150 x 3.9 mm de 4 um de tamafio
de particula, conectada a un detector con longitud de onda variable modelo 486 y un
integrador modelo 4270 (Varian, Palo Alto, CA, EUA). La columna estuvo eluida por
una mezcla de acetonitrilo/solucion acuosa de acido fosforico (1 mM, pH 3.0) en una
proporcidn 38:62 (v/v). El flujo se mantuvo a una velocidad constante de 1 mL/miny la
deteccion se llevo a cabo por absorbancia a una A de 313 nm. La sensibilidad fue de 0.1
AUFS (unidades de absorbancia de escala total), con una atenuacion variable
dependiendo de la cantidad de tolmetin esperada. Todos los ensayos se efectuaron a
temperatura ambiente.
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I.- VALIDACION DEL METODO.

1. Selectividad: Se demuestra por la no interferencia de los compuestos endogenos
de la matriz biologica (en este caso sangre), productos de degradacién y/o metabolitos
del tolmetin con los tiempos de retencidon del mismo, asi como del ketorolac (estandar
interno). Para llevarlo a cabo se trabajaron en forma independiente y por sextuplicado,
muestras blanco y muestras adicionadas con farmaco y estandar interno.

2. Linealidad: La linealidad del método se determind preparando tres curvas de
calibracién independientes (con pesadas diferentes); preparadas en sangre de rata libres
de farmaco, a la cual se le adicionaron concentraciones conocidas de tolmetin sddico en
forma creciente en un rango de 0 a 150 pg/mL y una concentracidn fija de estandar
interno (trometamina de ketorolac) de 10 pg; aplicando después el procedimiento de
extraccion descrito anteriormente en el inciso f.

Las curvas se prepararon por triplicado en un mismo dia (validacion). La
cuantificacion se realizd por el método del estandar interno, en el cual se determiné la
relacion de alturas entre el tolmetin y el ketorolac (estandar interno), y se grafico esta
relacion vs la concentracion del tolmetin en el intervalo mencionado anteriormente.
Para cada una de las curvas se determind el coeficiente de correlacion (r), la pendiente
(m) y la ordenada al origen (b).

Una vez demostrada la selectividad del método y simultaneamente a la
construccion de las curvas de calibracion, se prepararon los controles de calidad, que
deben cubrir al menos tres concentraciones (en dos réplicas cada una), que representen
el intervalo de trabajo. Estos controles de calidad se inyectaron a lo largo de la jornada
y deben cubrir los criterios de precision y exactitud establecidos (£ 15% C.V.).

3. Repetibilidad y Reproducibilidad: La repetibilidad se evalud en un mismo dia de
trabajo, preparando 3 curvas de calibracidon en sangre de rata, determinando el
promedio, la desviacion estandar y el % de coeficiente de variacion. La
reproducibilidad se determin6 construyendo tres curvas de calibracion en sangre en tres
dias consecutivos y obteniendo el coeficiente de variacion.

Ademas de lo anteriormente sefialado, se evalud la precision y exactitud de los
contrales de calidad con seis determinaciones por punto de control de calidad en un
mismo dia (repetibilidad) y cada control de calidad por duplicado, en tres dias
consecutivos (reproducibilidad), como sefialan Bressolle ef al (1996).
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4. Exactitud: La exactitud se calculé como el % de desviacion del valor promedio de
las determinaciones para cada nivel de concentracion evaluados en el punto de
repetibilidad y reproducibilidad:

% de desviacion = [valor nominal - valor verdadero] * 100
valor nominal

5. Limite de deteccion y limite de cuantificacion: El limite de deteccion se evalud
haciendo diluciones del Gltimo punto de la curva hasta que la sefial detectable fuera tres
veces la seiial de ruido. :

El limite de cuantificacion se establece como la concentraciéon minima que es
cuantificada con exactitud y precision aceptables, bajo condiciones normales de
operacion.
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J.~- MODELO DE INFLAMACION INDUCIDA POR CARRAGENINA EN RATAS (Winter et al,
1962; modificado por Castaiieda-Hernandez ef al, 1995).

Las ratas se mantuvieron en ayuno (con libre acceso al agua) 12 horas antes de
realizar el estudio. Durante el experimento, no se les proporciond agua ni alimento. Los
animales se pesaron y marcaron con tinta indeleble en el "codo" de la pata trasera
derecha de la rata; esta marca sirve de referencia (tope) para introducir la pata al
mercurio y para garantizar la reproducibilidad entre las mediciones (ver figura 9). En
cada sesion, se calibro el poligrafo antes de comenzar el experimento, seguido de la toma
de basales o volumen de la extremidad al tiempo cero.

Por via oral se administroé la metilcelulosa al 0.5% o el tolmetin sodico suspendido
en metilcelulosa al 0.5%. Simultaneamente a esta administracion, se aplicé por via
subcutanea 0.1 mL de una suspension de carragenina al 1% en el cojinete plantar de la
pata trasera derecha de la rata (jeringa plastipack 1 mL, aguja # 25, 22 x 4 mm largo).
Finalmente, se procedio a medir el volumen del miembro daiiado a los tiempos: 0, 0.5, 1,
2, 3, 4, 5y 6 horas posteriores a la lesion por carragenina.

Cuando se midio el efecto simultaneamente a la cinética, se siguio el procedimiento
descrito posteriormente en el método para obtencion de muestras sanguineas.

La evaluacion de la inflamacion y del efecto antiinflamatorio, expresados como el %
de incremento: ‘del volumen en el miembro lesionado y la proteccion (P) contra la
‘inﬂama(:i'éh, icida por carragenina, respectivamente, se determinaron con la

: s:gunente ecuacnr n;

P=|1-(VIt/VIc)] * 100 donde:
Vlc¢ corresponde al incremento de volumen en el miembro lesionado, en las ratas control
al tiempo ¢ (es decir a los diferentes tiempos en que se midié el efecto) y

VIr es el aumento de volumen en el miembro lesionado, en las ratas tratadas con
tolmetin al tiempo ¢.
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Figura 10. Modelo de inflamacién aguda, inducida por 0.1 mL de carragenina al
1% en el cojinete plantar de la pata trasera de la rata.

K.- ANALISIS DE DATOS . Para estimar los parametros farmacocinéticos basicos de
concentracion maxima (Cmax), tiempo para alcanzar ésta concentracion (Tmax), el area
bajo la curva (ABC) y el tiempo de vida media (ty) se empled el paquete Winnonlin
profesional, version 1.5 (SC1 Software, Lexington, KY).

Para probar las diferencias entre los parametros farmacocinéticos antes mencionados,
se utilizéd una prueba “t” de Student para datos no pareados, con el paquete Sigma Stat
Statistical Software, version 2.03 (SPSS, Inc).

L.~ LUGAR DE REALIZACION DE LA TESIS. Laboratorio de Farmacocinética de la
Seccion de Terapéutica Experimental del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
del IPN (CINVESTAV) Tepepan.
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1. VALIDACION DEL METODO ANALITICO.

a) Selectividad. En la figura 11 se muestran los cromatrogramas tipicos obtenidos tras la
inyeccion de extractos sanguineos al sistema cromatografico de: A) sangre libre de
farmaco; B) sangre adicionada con 10 {ig de estandar interno: ketorolac (1) y 2.5 ug de
tolmetin (2); y C) sangre obtenida de una rata a las 5 horas posteriores a la administracién
oral de una dosis de 10 mg/kg. Los tiempos de retencion para el estandar interno
(ketorolac) y el tolmetin fueron de 2.8 y 4.2 min, respectivamente. Se puede observar que
no aparecen picos de sustancias endogenas que puedan interferir en la determinacién.
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Figura 11. Cromatogramas tipicos obtenidos tras la inyeccién de extractos sanguineos
de rata al sistema cromatografico de: A) sangre libre de farmacos B) sangre
adicionada con 10 pg de estandar interno: ketorolac (1) y 2.5 ug de tolmetin y
C) sangre obtenida de una rata a las 5 horas posteriores a una administracién
oral de 10 mg/kg de tolmetin.
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b) Linealidad. En la figura 12 se muestra la curva de calibracion para el método analitico
del tolmetin, y en el inserto de la misma, se observan los parametros obtenidos para la
linealidad del método; encontrandose una buena correlacion. La ecuacién de la recta
promedio fue: y = 0.013 + 0.123x con un coeficiente de correlacion de 0.9999.

20 -

y =b+ mx

b =0.013 £0.013
m=0.123 £0.003
r =0.9999

2 =0.9998

15 -+

10 -

Relacion de alturas
(Tolmetin/Ketorolac)

5 1

0 25 50 75 100 125 150
Tolmetin (ug/mL)
Figura 12. Curva de calibracion del método analitico de tolmetin. Cada punto

representa el promedio + el error estandar de al menos seis determinaciones por cada
nivel de concentracion en tres réplicas.

c¢) Precision y exactitud. En las tablas 4 a 7, se muestran los resuitados de repetibilidad y
reproducibilidad al analizar tres réplicas de cada concentracion de la curva de calibracion
en el mismo dia (repetibilidad) y para los controles de calidad en tres dias diferentes con
dos réplicas para cada concentracion (reproducibilidad). Todos los coeficientes de

variacion, fueron menores al 20% y cumplen con los criterios establecidos para ambos
parametros.
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Tabla 4. Datos para linealidad y repetibilidad del método de tolmetin. Relacién de
alturas (tolmetin/ketorolac) para la curva de calibracién del método.

(pg/mL) | Rel. Alt. Rel. Alt. Rel. Alt. | Promedio | D.E. % C.V.
CURVA1 | CURVA2 [ CURVA3
0.5 0.070 0.070 0.090 0.077 0.012 15.06
2.5 0.270 0.300 0.350 0.307 0.040 13.18
5 0.640 0.650 0.660 0.650 0.010 1.54
10 1.240 1.210 1.350 1.267 0.074 5.82
50 6.140 6.060 6.180 6.127 0.061 0.10
150 18.000 18.330 19.060 18.463 0.542 2.94
b =0.013
m = 0.123
r=0.9999
r*=0.9998

Tabla 5. Datos para repetibilidad y reproducibilidad del método de
tolmetin. Concentraciones observadas para los puntos de
control de calidad.

Repetibilidad

PC11 1.11 PC21 8.22 PC31 99.67
PC12 1.08 PC22 8.59 PC32 110.08
PC13 1.07 PC23 8.22 PC33 100.13
PC14 1.10 PC24 8.22 PC34 94.19
PC15 1.11 PC25 8.93 PC35 107.90
PC16 1.07 PC26 7.84 PC36 101.50
Promedio 1.09 8.34 102.39
D.E. 0.02 0.38 6.50
% C.V 1.86 4.52 6.35
Reproducibilidad

| DIA 1 [ DIA2 | DIA 3 % C.V.
PC11 1.11 1.39 1.10 | 098 | 0.96 1.14 | 13.85
PC12 1.08 1.43 1.10 100 | 0.97 | 0.97 | 15.96
PC21 8.22 826 | 8.14 | 683 | 7.92 | 8.24 7.02
PC22 8.59 9.10 8.40 7.60 7.64 7.98 7.13
PC31 9967 | 92.27 | 85.72 | 96.02 | 99.66 | 97.57 | 5.65
PC32 [910.08| 97.51 |105.21 | 93.02 | 107.38 | 100.45 | 6.30

PC: Son los puntos de control de calidad, donde PC1 tiene una
concentracién nominal de 1 pg/mL, PC2 de 8 uyg/mL y PC3 de 100
pg/mL. El segundo digito de cada combinacién corresponde al
numero de réplica analizada.
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Tabla 6. Variabilidad intra e interdia, obtenidos para la curva de calibracion (seis
niveles de concentracion con tres réplicas por nivel) en muestras
sanguineas adicionadas con tolmetin.

concentracion Concentracioén Intradia % Desviacién Exactitud
Nominal (ug/mL) | Observada (ug/mL) (% C.V.) concentracion real
0.5 0.58 7.87 15.37 115.37
2.5 2.46 5.86 -1.63 98.47
5 5.27 6.55 5.39 105.39
10 10.32 10.14 3.21 103.21
50 48.90 6.33 -2.21 97.79
150 150.34 9.68 0.22 100.22
Concentracion Concentraciéon Interdia % Desviacion Exactitud
Nominal (ug/mL) Observada (ug/mL)] (% C.V.) concentracion real
0.5 0.48 16.52 -3.70 96.30
2.5 2.45 14.51 -1.92 98.08
5 5.05 5.73 1.09 101.09
10 10.13 5.75 1.33 101.33
50 50.13 5.88 0.26 100.26
150 149.95 5.21 -0.04 99.96

Tabla 7. Variabilidad intra e interdia, obtenidos para los puntos de control de
calidad (tres niveles de concentracion con seis y dos réplicas por nivel,
respectivamente), en muestras sanguineas adicionadas con tolmetin.

Concentracion Concentracion Intradia % Desviacién Exactitud
Nominal (g/mL)| Observada (ng/mL)] (% C.V.) concentracion real
1 1.09 1.86 9.07 109.07
8 8.34 4.52 4.20 104.20
100 102.39 6.35 2.39 102.39
Concentracién | Concentracién Interdia % Desviacion Exactitud
Nominal (ug/mL)| Observada (ng/mL)| (% C.V.) concentracion real
1 1.14 16.72 1.96 101.96
8 8.01 7.43 0.30 99.34
100 97.48 6.48 -1.21 97.48

d) Limite de cuantificaciéon. El limite de cuantificacion fue de 0.2 pg/mL.
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2. DETERMINACION DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO EN EL MODELO DE INFLAMACION
INDUCIDA POR CARRAGENINA.

Para evaluar el efecto antiinflamatorio del tolmetin en el modelo de inflamacion
inducida por carragenina en ratas, se probaron las dosis de 1.0, 3.2, 10, 32, 56 y 100 mg/kg,
obteniéndose el curso temporal del efecto antiinflamatorio de cada una de las dosis probadas y
los siguientes resultados:

En la figura 13 (panel A) se describe el curso temporal del volumen desplazado para tos
grupos tratados con diferentes dosis de tolmetin, asi como para el grupo control. Como puede
observarse, el incremento maximo de volumen se obtuvo a las 3 horas en el grupo control y es
aproximadamente 60% de aumento con respecto a la medicion basal al tiempo cero (el
incremento fue de 29.29 a 47.88 mm de Hg). Para las ratas tratadas con tolmetin, este
desplazamiento de volumen tiende a sufrir incrementos moderados o a permanecer constante
con respecto a la medicion basal a medida que aumenta la dosis (ver tabla 8).

Asi, cuando se transformaron los datos de desplazamiento de volumen a % de
proteccion (Figura 13, panel B), se observd que a medida que se incremento la dosis, aumentd
el efecto antiinflamatorio, asi como la duracion del mismo. Se alcanzé la proteccion maxima
con las dosis de 32 y 56 mg/kg, misma que ya no cambié significativamente al aumentar la
dosis a 100 mg/kg. Interesantemente esta proteccion no fue significativamente diferente al
valor tedrico maximo (100%).

La relacién anteriormente mencionada, asi como el tiempo de maxima inflamacion en el
mismo modelo, son consistentes con lo obtenido por Ucelay et a/ (1988); cuando evaluaron
el efecto antiinflamatorio de tolmetin y la potenciacion del mismo con acetaminofén, El
tiempo necesario para alcanzar la maxima proteccién en la mayoria las dosis probadas fue de
3 horas.

No obstante, este efecto antiinflamatorio presenté una tendencia a desaparecer
transcurridas las tres horas, hasta casi alcanzar los valores del control para las dosisde 1,3.2y
10 mg/kg (ver figura 9) y disminuye gradualmente (formando una meseta) para las dosis de
32y 56 mg/kg.

Cuando se graficé el area bajo la curva del efecto (expresado como % P e h) en funcién
del logaritmo de la dosis se pudo apreciar la formacion de la sigmoidal clasica de una curva
dosis-respuesta (Figura 14).
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Figura 13. Curva dosis respuesta de toimetin. En el panel A se muestran los
incrementos en el volumen de mercurio, para las diferentes dosis de
toimetin probadas, asi como para el grupo control.

En el panel B, se observan estos datos transformados a % de Proteccién y
los respectivos cursos temporales del efecto antiinflamatorio para cada
dosis. Cada punto representa el promedio de 12 determinaciones.

Por razones de claridad y debido a que es la misma escala de tiempo en el
eje de x, los valores de tiempo se colocan en la parte inferior del panel B,
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Tabla 8. Parametros farmacodinamicos (efecto antiinflamatorio) del
administrado p.o. en ratas, Los datos representan el promedio de al menos 12

determinaciones.

tolmetin sdédico

Dosis . ABC %
mm Hg mm Hg % Proteccion . % P
(mg /ke) | pasales (ala 6" h) ala3'h Proteccibn | 1 6% h
(%h)

1.0 30.25 43.67 (44.4%) 35.89 166.49 0.00
3.2 29.96 44.17 (47.4%) 50.63 194.17 0.00
10 28.42 41,92 (47.5%) 80.22 347.09 25.55
32 28.58 36,67 (28.3%) 102.03 468.44 54,95
56 28.17 35.83 (27.3%) 92.45 423.81 56.89
100 29.25 33.83 (15.6%) 97.98 488.12 75.26

P es la proteccién a la inflamacién, ABC es el érea bajo la curva del efecto antiinflamatorio (expresado
como % proteccion* h) y en la tercera columna se muestran entre paréntesis, los % de incremento en el
volumen (relacién del maximo desplazamiento alcanzado con respecto a sus mediciones basales a
tiempo cero) para las diferentes dosis de tolmetin. El grupo control tiene una basal de 20.29 mmde Hg y
sufre un incremento tope de 63.47% (47.88 mm de Hg).

Relacién de ABC % Proteccién y

[
© 600 - las dosis de tolmetin sdédico
o
o
[
° T 4so -
s 1 -
L)
o * /
2 -~
- P N
3300 -
Q=
o /
< —
160 - e

1 10
Dosis tolmetin (mg / kg)

Figura 14, Curva dosis-respuesta de tolmetin, considerando la relaciéon de areas bajo
la curva del efecto antiiflamatorio.
Donde: P es la proteccion a ia inflamacién, ABC es el area bajo la curva
del efecto antiinflamatorio (expresado como % proteccién* h).
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3. EVALUACION DE LOS CURSOS TEMPORALES DE LAS CONCENTRACIONES SANGUINEAS Y
ESTIMACION DE LOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS.

Como puede observarse en la figuras 15 y 16, el tolmetin presenta una absorcién rapida,
alcanzandose las concentraciones sanguineas maximas ~15 minutos posteriores a la
administracién del farmaco, lue%r,o de lo cual tiende a desaparecer con una constante de
eliminacién de ~0.01415 minutos™.

En lo que respecta a la influencia de la carragenina en la cinética del tolmetin (Figura 15
y tabla 9), ésta se ve influenciada por la co-administracién de carragenina; mostrando
diferencias estadisticamente significativas en el tiempo de vida media (t %) para la dosis de 10
mg/kg (p < 0.05), asi como el tiempo necesario para alcanzar la concentracion maxima
(Tmax) en las dosis de 56 y 100 mg/kg (p < 0.05 y p < 0.01, respectivamente).

Los demas parametros farmacocinéticos no muestran diferencias significativas entre los
grupos tratados con tolmetin y aquellos tratados con tolmetin + carragenina, ajustados de
manera modelo-independiente y modelo-dependiente (tabla 9).

Tabla 9. Parametros farmacocinéticos de tolmetin administrado p.o. en ratas, por ajuste
modelo-independiente.

DOSI{S
TRATAMIENTO (mg / kg)
3.2 10 32 56 100
Tmax TLM 0.19+0.07 {0.22+0.06 046+ 0.04 |0.44%013 [0.28+0.05
(h) TLM + CARRAG 0.10+0.01 {0.14 0.03 028+ 0.15 |0.13+0.02 [0.14+0.02
Cmax TLM 6.16+ 1.48 [21.89+5.90 35.65 + 8.85 |74.96+205 |165.92+42.1
(pg/mL) | TLM + CARRAG 586+0.85 |19.19%5.51 31.01 + 7.80 [124.74 £ 20.5 | 166.20 + 37.1
- LM 0.015%.004 10.033+.006 |0.012+.002 {0.017+.004 |0.016%.002
(min_1) TLM + CARRAG ) - 0.027 + .009 0.011 £ .001 |0.015+.002 |0.017 +£.002
tY2 TLM 0.77+0.18 |0.35+0.08 0964023 |0.68+223 {0.72+0.08
(h) TLM + CARRAG 0684+0.13 |(0.43%0.18 1.0520.12 |077%0.15 |0.68+0.10
ABC TLM 6.16%+ 126 |14.59% 3.16 49.39 + 10.8 [108.43 £ 15.2 | 202.42 + 47.0
(g/mL*h) { TLM + CARRAG 6.92+ 160 [16.88+1.10 |52.25+ 11.0 [147.76+12.5 |177.94+28.3

Donde Tmax es el tiempo necesario para alcanzar la concentracién maxima (Cmax), t ¥a es el tiempo de vida media, A
es la constante de eliminacién y ABC es el area bajo la curva del curso temporal de las concentraciones
sangulneas de tolmetin.

En la columna de los tratamientos, TLM se refiere a los grupos tratados solamente con tolmetin y TLM +
CARRAG a aquellos tratados con tolmetin y carragenina.
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influencia de la carragenina en la
farmacocinética de tolmetin
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Figura 15. Influencia de la carragenina en la farmacocinética del tolmetin.
Cursos temporales del tolimetin solo @ y tolmetin plus carragenina O.
Cada punto representa el promedio + el error estandar de al menos 8 determinaciones.

Por razones de claridad, la escala de tiempo se coloca al final de cada columna.
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De los resultados anteriores puede distinguirse cémo a medida que se incrementa la
dosis, aumenta de manera proporcional el area bajo la curva de las concentraciones
sanguineas; como se puede apreciar en la figura 16-panel B.

Considerando que no se encontrd una influencia significativa de la carragenina sobre
la farmacocinética del tolmetin, se procedié a agrupar los datos de ambos tratamientos por
cada dosis probada, y se estimaron los parametros farmacocinéticos por ajuste simultaneo
de todas la dosis. El modelo que mejor describid las observaciones experimentales fue un
modelo abierto de dos compartimentos con administracion extravascular. De este modo, se
generd un solo juego de parametros farmacocinéticos para todas las dosis probadas, del
cual se obtienen la tabla 10 y la figura 16-panel A,

Tabla 10. Parametros farmacocinéticos de tolmetin administrado p.o. en
ratas, por ajuste simultadneo para las cinco dosis probadas.

DOSIS Tmax Cmax ABC
(mg / kg) (h) (ug/mL) (ug/mL*h)
3.2 0.08 5.9 8.47
10 0.17 17.21 26.48
32 0.5 29.01 84.73
56 0.33 85.70 148.27
100 0.25 150.06 264.78
k 10 (min™) 0.014 + 0.0038
t va (h) 0.825 + 0.0033
voumen / F (litros) 0.456 + 0.0131
k 01 (min™") 0.291 + 0.0346
k 12 (min™) 0.0015 + 0.0029
k 21 (min™) 0.0042 + 0.0188

En todas las dosis hubo una buena correlacién entre los valores observados y los predichos,
con coeficientes de correlacion superiores a 0.90.
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Curso temporal de las concentraciones
sanguineas de Tolmetin.

—&— Dosis 3.2 mg/kg

—O— Dosis 10 mg/kg —7— Doslis 56 mg/kg A

—w— Dosis 32 mg/kg —&— Dosis 100 mg/kg

r ¥ LJ T T Li 1
0 60 120 180 240 300 360

Tiempo (mlin)

Relacién de ABC de las concentraciones
sanguineas y las dosis de Tolmetin.

L3
o 20 40 60 80 100

Tolmetin (mg/kg)

En el panel A e muestran los cursos temporales de las concentraciones
sanguineas de las diferentes dosis probadas de tolmetin, tras un ajuste
simultdneo a un modelo abierto de dos compartimentos, administracion
extravascular. En el panel B se muestra la proporcionalidad en el area bajo la
curva (ABC) de los perfiles farmacocinéticos, que guardan entre si las dosis,
en ajuste simultaneo de las cinco dosis probadas.
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4, RELACION ENTRE LA CONCENTRACION SANGUINEA DEL TOLMETIN Y sU EFECTO
ANTIHNFLAMATORIO

Cuando se relacionaron los datos de los cursos temporales de la concentracion sanguinea
del tolmetin y los del efecto antiinflamatorio (%P), fue evidente que existe un evidente retraso
entre el tiempo necesario para alcanzar la concentracion y efecto maximo en todos los niveles
de dosis (Figura 17).

De hecho, mientras que las Cmax de tolmetin aparecen entre los 10 a 30 minutos
posteriores a la administracion oral, el maximo efecto protector se presenta hasta las 2 o 3 horas
posteriores a la administracion del tolmetin.

Por otra parte, mientras que las concentraciones sanguineas de tolmetin tienden a disminuir
gradualmente en el transcurso del tiempo, el efecto comienza a aparecer lentamente, alcanza el
méximo y permanece a lo largo del tiempo formando una pequeiia meseta de efecto sostenido.
El tiempo para alcanzar el efecto maximo, asi como el tamafio de la meseta, varian en funcion
de la dosis. v s

Considerando . lo anterior, puede suponerse que no existe una relacion directa entre las
concentraciones -sanguineas y el efecto antiinflamatorio del tolmetin, lo cual propicia la
formacion de curvas concavas (asas de histeresis antihoraria), cuando se describe graficamente el
efecto antiinflamatorio en funcidn de las concentraciones sanguineas (Figura 18).
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Figura 17. En la imagen superior, se muestran los cursos temporales de las
concentraciones sanguineas de tolmetin; mientras que en la parte inferior se pueden
apreciar los cursos temporales del efecto antiinflamatorio (expresado como % de
proteccién), para las diferentes dosis probadas. En esta figura se puede apreciar el
evidente retraso entre la aparicion del efecto (120 a 180 min), con respecto a las
concentraciones sanguineas (10 a 30 min) del tolmetin.
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Relacién entre las concentraciones sanguineas
y el efecto antiinflamatorio de tolmetin
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Figura 18. Relacion entre las concentraciones sanguineas (Cs) y el efecto
antiinflamatorio (expresado como % de protecci6n) del tolmetin (TLM) en ratas.
Puede observarse que las curvas describen un comportamiento concavo hacia abajo
(histeresis antihoraria), caracteristico de las relaciones FC/FD indirectas.
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Discusion de resultados

DISCUSION DE RESULTADOS.

1. VALIDACION DEL METODO ANALITICO.

Considerando que el tolmetin es un farmaco que se introduce a la practica clinica
a mediados de la década de los 70, las referencias bibliograficas relacionadas a su
determinacion en fluidos bioldgicos son escasas y la mayoria de las veces orientadas
a analisis espectrofotométricos (Cressman, 1975) y cromatograficos (Selley et al,
1974; Desiraju et al, 1982; Hyneck et al, 1987, etc). En la mayoria de estos articulos,
las cantidades necesarias de biofluidos (plasma, orina o liquido sinovial) van desde
0.5 mL hasta 1 mL. Ademas los métodos empleados son poco sensibles o carecen de
selectividad, requieren procesos de extraccion complejos y los tiempos de retencion
resultan largos.

El método usado en el presente estudio, resultd lineal en el intervalo de
concentracion probado (0.25 a 150 pg/ml). De igual manera los coeficientes de
variacion para repetibilidad y reproducibilidad cumplen con las especificaciones, por
lo que el método resultd preciso y exacto. En lo que respecta a exactitud, los % de
desviacion de la concentracion real son menores al 15%. El limite de cuantificacion

del método fue de 0.2 pg/mL.

Adicionalmente, el método para cuantificar tolmetin requiere de un volumen
pequefio de muestra bioldgica (0.1 mL de sangre) y los solventes para extraerlo de la
matriz bioldgica y para el sistema cromatografico son accesibles

De lo anteriormente expuesto, se concluye que el método cumple con los
lineamientos de validacion vigentes.

2. EFECTO ANTIINFLAMATORIO EN EL MODELO DE EDEMA INDUCIDO POR
CARRAGENINA.

En concordancia con lo encontrado por otros autores (Seibert er al, 1994),
ninguna de las dosis probadas de tolmetin ejerce efecto antiinflamatorio durante la
primera fase del curso temporal de la inflamacién (0-60 minutos posteriores a la
induccién con carragenina y a la administracion simultanea con el farmaco). Esto
puede deberse a que el estadio inicial de la inflamacion esta mediado principalmente
por bradicinina, serotonina e histamina (Winter ef al, 1962; Van Arman e/ al, 1965);
sobre los cuales los AINEs no ejercen accion farmacologica. En cuanto comienza la
segunda fase producida por prostaglandinas y otros mediadores (Crunkhom et al,
1971; Ferreira ef al, 1974), el tolmetin inhibe el desarrolio de la inflamacion y de esta
manera, la magnitud del efecto, asi como su duracion, son dependientes de la dosis
(Ulcelay et al 1988).
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Con las dosis de 1.0, 3.2 y 10 mg/kg, el % de proteccion maxima se encuentra a
nivel moderado (56.08, 74.94 y 88.23, respectivamente). Estos maximos se presentan
a las 2 horas de haber administrado el farmaco. Ahora bien, para las dosis antes
mencionadas, el efecto no se mantiene, sino que cae drasticamente luego de haber
alcanzado ¢! méximo. Por otra parte, el efecto maximo que se alcanza con la dosis de
32 mg/kg y con las subsecuentes dosis, es semejante (alrededor del 100%), aunque
este valor se alcanza hasta las 3 horas y en general prevalece hasta el final del
experimento (6 h).

Las dosis antiinflamatorias efectivas, encontradas en el presente estudio, se
relacionan adecuadamente con las encontradas por otros autores en modelos
farmacologicos que involucran la participacion de prostaglandinas y otros
mediadores, responsables de la inflamacion y del dolor. En la tabla 11, se presentan
los resultados de los mismos.

Tabla 11. Estudios analgésicos y antlinflamatorios del toimetin sédico en diferentes modelos
farmacoldgicos, que muestran la dosis efectiva para producir el 30 o 50% de inhibicién o efecto
maxima (Dl y DEs respectivamente).

Tipo Dosis Valor obtenido Fuente
empleado Modelo Experimental (mg’kg)
314 (24.3-45.9) Wong et al, 1973.
Diso . a:”"a?r:’iﬂgﬁag”‘(’;gg‘g) 11.0 (51.0-63.3) Ulcelay et al, 1988.
rag 56.7 (51.0-63.3) Wong et al, 1983,
Inflamacién aguda con ] Wong et al, 1973.
Dlyo caolina 7.8 (6.9-9.2)
Absceso agudo con
Dlso carragenina c 47.1 (38.6-80.1) Wong et al, 1973.
X o 18.6 (16.3-25.9) Wong et al, 1973.
Dlso Fiebre con levadura 38.0 Brodgen et al, 1988.
Artrititis adyuvante con
Dlsg adyuvante de Freund E 48.9 (31.6-71.1) Wong et al, 1983.
Contorsién abdominal con 32.0 (19- 54)
Dlso fenilquinolona * y acetiicolina® 4.0 (3.2-58) Wong et al, 1973.
DEso Contorsién abdominal con i.p. 1.42 (0.82-2.91) Nakamura et al, 1981,
(nalkg) acido acético M iv. 92 (57-140) Nakamura et al, 1981.
g p.o. 3.01 Nakamura et al, 1979.
DE Contorsién abdominal con 5.6 Ulcelay et al, 1988.
0 Acido acético (ratones )" .
DE Disfuncién inducida por dolor 9.0 (7.7 - 10.5)* Flores-Acevedo DM,
0 enratas _ (PIFIR, ratas ¢ )' 3.4(1.9-48) " 1995.
inflamacién aguda con 8.3 (6.2~ 10.38) * .
DEs carragenina®  (ratas Q) Presente estudio

Ver significados y explicaciones, en la siguiente pdgina.




En la tabla 11, todos los modelos emplean ratas Wistar macho (165-220 g),
excepto aquellos donde se especifique otra especie y sexo, el rango de las dosis
probadas fue de 0.25 a 200 mg/kg, excepto el estudio de Nakamura es al, 1979 y
1981) para los diferentes modelos.

Las dosis se administraron via oral (p.0.); salvo aquellas sefialadas como i.p.
(intraperitoneal), e i.v. (intravenosa). Los valores obtenidos se expresan como el
promedio de al menos 10 determinaciones y entre paréntesis se muestran los
intervalos de confianza al 95%.

Donde:

A. Administracion subcutanea (s.c.) de 0.1 mL de una suspension de carragenina
al 1%, cn cl cojincte plantar de 1a pata derccha.

B. Administracion s.c. dc 0.1 dc una suspensién de caolina al 10% (en ¢! mismo
lugar que en cl punto A).

C. Administracién s.c. de 0.5 mL dc una suspension de carragenina al 2%, cn la
region dorsal lumbar.

D. Administracién s.c. de una suspension de levadura de cerveza al 15% (10
mL/kg) en la rcgion dorsal cervical.

E. Inyeccion s.c. cn ¢l cojincte plantar de la pata izquicrda de 0.75 mg de
Mpycobacterium butyricum (adyuvante de Freund).

F. v G. no sc especifican por los autores la via y concentracion de los dos agentes
inductores.

H. Inycccion i.p. de 1 mL de solucion acuosa de acido acético al 1%.

I. Administracién intrarticular  (articulacion  fémoro-tibio-rotular de la
cxtremidad posterior derecha) de 0.05 mL dc una suspensién en accite
mineral de acido urico al 30%.

*  Dlso obtenida en base al area bajo la curva del efecto farmacologico y

** Dlso obtenida de acuerdo al efecto maximo observado.

NOTA: Todos los agentes antes mencionados, se suspenden o disuelven, segin
sea el caso en solucion salina estéril al 0.85%; excepto donde se
especifique otra condicion.

Al comparar las dosis analgésicas cfectivas en el modelo de disfuncién inducida
por dolor en ratas ~PIFIR- (Flores-Acevedo DM, 1995) y aquellas encontradas en el
presente estudio; -modelo de inflamacion inducida por carragenina en ratas-, se
encontrd que los parametros son semejantes, como puede observarse en la tabla 12,

Sin embargo, el tiempo maximo de efecto analgésico se alcanzo entre los 60 y
120 minutos posteriores a la administracion del farmaco, mientras que el tiempo
maximo de efecto antiinflamatorio se alcanza a las 3 horas (ver figura 19).
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Figura 19. Cursos temporales de los efectos antiinflamatorio y analgésico del
tolmetin (TLM).

En la imagen superior, se observa el efecto antiinflamatorio del tolmetin, expresado como % de
proteccién;, mientras que en la imagen inferior se observa el efecto analgésico, representado como el
Indice de disfuncionalidad, en el modelo de disfuncién inducida por dolor en ratas (més conocido como

modelo PIFIR, por sus siglas en inglés).

La linea punteada sefiala el efecto méximo en ambos modelos: a los 180 minutos para el modelo de
inflamacio6n inducida por carragenina y a los 60 minutos para el modelo PIFIR.

L.a figura del panel inferior, se construyé con datos provenientes de Flores-Acevedo, 1995 y del articulo
de Flores-Murrieta et af, 1998.
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Para fines comparativos, en la siguiente tabla se muestran los parametros
farmacodinamicos de tolmetin, obtenidos por Flores-Acevedo DM, 1995 (efecto
analgésico en el modelo de disfuncion inducida por dolor en ratas), y los datos
obtenidos en el presente estudio (efecto antiinflamatorio).

Tabla 12. Parametros farmacodinamicos (efectos analgésico y antiinflamatorio) del
tolmetin sodico administrado p.o. en ratas.

Los datos representan el promedio + el error estandar de al menos 7 determinaciones.

Dosis E....obs Tmax ABCg g, Obs Tmax ABCg
max « max o7 &

(mg/kg) (%) (h) (%*h) (%) (h) (%*h)
1.0 184171 0.38 £ 0.05 121+ 4.7 56.08 2.0 166.49

3.2 38.416.6 0.42 £ 0.09 284171 75.80 2.0 194.17

10 76.0+ 9.9 0.78 £ 0.12| 152.0 £40.2 88.23 2.0 347.09

32 86.21+6.6 1.60+£0.30 ] 253.8128.2 102.03 3.0 468.44

56 84.9+8.1 1.6710.34 | 264.8%37.3 92.45 3.0 423.81

100 89.81+ 3.6 164 1+0.38| 275.3+14.3 97.98 3.0 488.12
Donde: Emax®°° es el efecto analgésico o antiinflamatorio méaximo observado, Tmax es el

tiempo al cual se alcanza el efecto maximo y ABCEg es el area bajo la curva del efecto
anélgesico.(Fuente: Flores-Acevedo DM, 1995, columnas en color gris y presente estudio
columnas sin color al fondo).

Ahora bien, al realizar la comparacion entre los efectos analgésico y
antiinflamatorio, debe tomarse en consideracion que el modelo PIFIR parte de la
suposicion de un estado estable del estimulo nociceptivo. Esto es, la disfuncion
inducida por la administracion del acido tdrico es maxima, - y se mantiene asi, en
ausencia de firmaco-, mientras que en el caso del modelo de edema por
administracion de carragenina (inflamacion), el volumen de la pata de la rata se
incrementa de manera fransiente hasta alcanzar un maximo alrededor de 3 h. Por lo
tanto, al comparar un efecto protector transiente (edema por carragenina) con uno
“rerapéutico” (PIFIR), puede sugerirse que el tiempo requerido para alcanzar la
maxima respuesta farmacologica difiera.

Sin embargo, el intervalo de dosis requerido para obtener ambas respuestas
(analgésica y antiinflamatoria) es semejante como se ha venido exponiendo; lo que
sugiere un mecanismo de accion comun para la actividad farmacologica del tolmetin.

Como se menciond anteriormente, los sintomas de la respuesta inflamatoria

aguda son el resultado de la accion inmediata de agentes inflamatorios como la
bradicinina, histamina, neurocininas, complementos y el oxido nitrico, los que se
pueden originar localmente o desde células que se infiltran al sitio del daifio




(Willoughby er a/, 2001). Posteriormente, se producen elevados niveles de
prostaglandinas, los cuales incrementan o prolongan las sefiales de los agentes pro-
inflamatorios, aunque por si mismas son incapaces de causar inflamacion (Ferreira et
al, 1978).

Algunos autores han descrito que la isoforma inducible de la ciclooxigenasa
(COX-2) es la responsable de la produccién de PGE2 en los modelos de inflamacion
aguda LPS-Air Pouch y edema por carragenina, hallandose que la maxima expresién
de la enzima se produce alrededor de 2 a 4 h posteriores a la administracion del
adyuvante inflamatorio. En estos modelos la administracion profilactica de
inhibidores selectivos COX-1 no fue capaz de disminuir los niveles locales de PGs, el
edema y la hiperalgesia. Sin embargo, cuando se administraron tanto profilactica
como (ferapéuticamente un inhibidor selectivo COX-2 y el AINE ketorolac, la
inflamacién se revierte y los niveles de PG, asi como la hiperalgesia disminuyen. Lo
anterior refiere que la inflamacion en estos modelos es mediada por la COX-2 (Smith
et al, Zhang et al, 1997).

En el caso de la hiperalgesia, Dirig et al/, 1998, demostraron que la COX-2
expresada constitutivamente en la médula espinal, ripidamente sintetiza PGs que
modulan y amplifican la sensacion dolorosa en el modelo de hiperalgesia térmica por
carragenina. Esta hiperalgesia es revertida por la administracion sistémica de AINEs,
o bien de inhibidores especificos de la COX-2, desde los primeros 60 minutos.

En base a lo anterior, se puede sugerir que el tolmetin, que es un inhibidor no
selectivo de la COX-2, fue capaz de revertir “rapidamente” la actividad hiperalgésica
de esta enzima a nivel espinal en el trabajo reportado por Flores-Murrieta ef al, en
1998. En nuestro caso, en el modelo de inflamacion, el tolmetin también inhibiria a la
COX-2, pero como la respuesta evaluada es el edema, la isoenzima inhibida seria
aquella que se induce “fransientemente™ a nivel local, por ello el retraso en el tiempo
de efecto maximo (timax) en este modelo, con respecto al de Flores-Murrieta ef al,
1998.
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Discusion de resultados

3. FARMACOCINETICA DEL TOLMETIN EN RATAS

Los datos farmacocinéticos obtenidos en este estudio, son similares a los
obtenidos por Flores-Acevedo, 1995; Granados Soto ef al, 1996 y Hashimoto et a/,
1979; todos ellos en ratas. Como se menciond anteriormente, la carragenina no
influencié significativamente la farmacocinética del tolmetin; de acuerdo a los datos
obtenidos en el presente estudio y a lo descrito por Brodgen er al, 1978.

Tampoco se observaron diferencias, cuando se promediaron los datos
farmacocinéticos de los grupos tratados con tolmetin solo y tolmetin + carragenina,
por lo que se realizé el ajuste simultaneo de los datos promediados. No se registraron
diferencias entre los datos asi obtenidos y aquellos derivados de los ajustes modelo-
dependiente o modelo-independiente.

Sin embargo, estos resultados son diferentes a los encontrados por Wood et al,
1983, que observaron una marcada acumulacion del tolmetin en el tejido inflamado
en el mismo modelo farmacolégico, dosis y via de administracion; lo cual afectaria la
farmacocinética del tolmetin entre el sitio inflamado, el tejido sano y el plasma o
compartimiento central. Motivo por el cual obtuvieron concentraciones hasta dos
veces mayores en las ratas tratadas con tolmetin que en las ratas control (solo con
carragenina). Esto sugiere que el tolmetin es depurado mas lentamente a partir del
tejido inflamado, donde se encuentra al/macenado o en mayor concentracion. Esta
captacion y almacenamiento de farmaco en tejido inflamado, tras una administracion
oral o topica, ha sido descrita para varios farmacos antiinflamatorios, como
bumadizona, etofenamato, diclofenaco y acemetacina (Wood er a/, 1983; Willoughby
et al, 2001).

No obstante lo reportado por Wood ef al, en lo referente a la influencia de la
carragenina en la farmacocinética del tolmetin; tras una administracion oral anica de
100 mg/kg, ellos reportaron concentraciones de 142.5, 108.8 y 11.9 pg/mL de
tolmetin en plasma versus 72.1, 29.9 y 11.8 pug/mL(*) del farmaco en sangre; a los
mismos tiempos de muestreo (60, 180 y 360 minutos), obtenidos en el presente
estudio. Las diferencias reportadas por Wood er al, se deben a que comparan tejido
inflamado vs tejido sano; y cuantifican tolmetin en plasma, solo como indicativo;
pero no cuantificaron tolmetin en plasma de ratas sin carragenina y en ratas tratadas
con tolmetin + carragenina, como en el presente estudio.

Por otra parte, en humanos, Selley et al, 1982, Sydney ef al, 1975 y Furst ef al,
1983, no han encontrado discrepancias en la farmacocinética del tolmetin entre
pacientes artriticos y voluntarios sanos. No observaron diferencias ni en el grado de
absorcion y eliminacion; asi como entre las concentraciones plasmaticas y sinoviales.
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Sin embargo, esta ultima acepcién debe ser cuidadosamente interpretada, por
todas las variables concomitantes a la artritis reumatoide.

(*) Estos datos, se obtienen del promedio de las ratas tratadas con tolmetin solo y
tolmetin + carragenina, por ajuste simultdneo (ver tabla 10 y figura 16-panel A). De hecho
para esta dosis, se alcanzaron concentraciones entre 120 y 150 ug/mL, pero a diferencia de
Wood et al, éstas se obtienen durante los primeros 30 minutos det experimento y no hasta
los 60 y 180 minutos.
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4. RELACION ENTRE LA CONCENTRACION SANGUINEA DEL TOLMETIN Y SU
EFECTO ANTIINFLAMATORIO

Se observé un retraso entre la aparicion del efecto farmacologico y las
concentraciones sanguineas de tolmetin, pues mientras las Cmax del farmaco se
alcanzan entre los 10 a 30 minutos posteriores a la administracion del farmaco, el
efecto protector maximo se observa hasta las 2 y 3 horas posteriores a la ingesta de
tolmetin.

A pesar de que existen diversos reportes acerca de la actividad antiinflamatoria
del tolmetin y la dosis efectiva 30 o 50, es escasa la informacion que relacione la
concentracion plasmatica o en otro biofluido, con el efecto antiinflamatorio de AINEs
o de otro tipo de analgésicos/antiinflamatorios.

En 1986 Dunagan ef «l, evaluaron la relacion entre las concentraciones
plasmaticas y el efecto de fenclofac en pacientes con artritis reumatoide, ajustando los
datos resultantes a un modelo lineal y del efecto maximo; pero debido a la
variabilidad intra e intersujetos, el modelo lineal ajusté mejor los datos obtenidos.
Evidentemente, el valor predicitivo de este ajuste y la consistencia de los resultados
resultd pobre y carente de confiabilidad.

Por otra parte Derendorff’ (1995 y1997) realiz6 un par de revisiones de los
articulos que han sido publicados sobre relacion cinética-efecto de analgésicos
antiinflamatorios (incluyendo los no esteroidales y otros opiodes, como la morfina);
pero no se encuentran datos que relacionen efecto antiinflamatorio-concentracion
plasmatica.

Para el tolmetin, Droogmole ¢t a/, 1982 sefialaron que no se puede establecer una
relacion clara entre las concentraciones de tolmetin en el liquido sinovial y las
concentraciones de prostaglandinas en el mismo, que pueda describir el fenomeno de
retraso en la aparicion del efecto antiinflamatorio, con respecto a la rapida aparicion
de tolmetin en el liquido sinovial.

Ademas para Derendorff (1995), los AINEs parecen actuar ejerciendo primero el
efecto antiinflamatorio que la actividad analgésica, debido a que para producir el
efecto analgésico se requiere de alcanzar altas concentraciones (con altos valores de
Clso concomitantemente) y por esta razon, las formulaciones de liberacién sostenida
de estos farmacos, no producen suficiente analgesia, luego de ser administradas en
dosis unicas. En contraste, el efecto antiinflamatorio puede ser mejor controlado con
dosis bajas de formulacién sostenida. De hecho, en la practica clinica es preferible el
uso de estas formulaciones, con el objetivo de la supresién continua de los
mediadores responsables de la inflamacion.
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En este trabajo, al igual que lo sucedido para la relacion concetracion sanguinea-
efecto analgésico (Flores-Murrieta ef al, 1998), el efecto antiinflamatorio del tolmetin
aparece con evidente retraso con respecto a las concentraciones sanguineas. Este
retraso es mayor para el efecto antiinflamatorio que para el analgésico (60
minutos para el efecto analgésico y 180 minutos para la actividad antiinflamatoria).
Ademas, el efecto antiinflamatorio tiende a permanecer por mas tiempo ( ver figura
19).

Considerando lo anteriormente expuesto, es posible sugerir que el efecto
antiiflamatorio sea mediado por el efecto analgésico de tolmetin, como lo indica
Derendorff (1995), para ciertos AINEs. Hasta no obtener los datos correspondientes
de CI50 para el efecto antiinflamatorio, que permita compararlos con aquellos ya
existentes para el efecto analgésico (Flores-Murrieta er a/, 1998), se podra dilucidar
con mayor precision cual fendmeno se presenta primero.

Finalmente, debe sefialarse que la relacion indirecta que se presentd entre las
concentraciones sanguineas y el efecto antiinflamatorio de tolmetin (ver figura 18),
puede resolverse por modelaje FC/FD indirecto o tiempo-dependiente como el del
compartimento efector (Holford & Sheiner, 1981) o los modelos fisiologicos de
respuesta indirecta (Dayneka er al, 1993; Jusko & Ko, 1994).
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CONCLUSIONES

El método para cuantificar tolmetin en sangre, por cromatografia de liquidos de
alta resolucion fue selectivo, lineal, preciso y exacto en el rango de
concentraciones de 0.5 a 150 pg/mL. De manera que la determinacion de tolmetin
en sangre resultd confiable, porque el método analitico cumple con las
especificaciones minimas requeridas.

El efecto antiinflamatorioc maximo, expresado como el mayor valor de % de
proteccion, se alcanza con la dosis de 32 mg/kg y no se modifica
significativamente, al aumentar la dosis. Esta dosis efectiva se encuentra en
concordancia con las encontradas para e! modelo de inflamacion y para otros
modelos de induccion del dolor.

En la mayoria de las dosis probadas, el efecto antiinflamatorio maximo se alcanza
a las 3 horas posteriores a la administracion del tolmetin. Después de esto, se crea
una meseta o efecto sostenido, y finalmente, el efecto antiinflamatorio, tiende a
desaparecer lentamente, al menos durante 6 horas; tiempo en el que se evaluaron
los experimentos.

La carragenina (agente inductor de la inflamacion en el modelo farmacolégico
empleado), no afecta significativamente la farmacocinética del tolmetin cuando se
coadministra con el farmaco. Los parametros farmacocinéticos no varian
significativamente entre los grupos de ratas control (tolmetin) y aquellas tratadas
con carragenina y tolmetin.

Se encontré una relacidn indirecta entre las concentraciones sanguineas y el
efecto antiinflamatorio que presenta el tolmetin. El efecto aumenta lentamente,
alcanza un maximo y forma una pequefia meseta (de efecto sostenido), que difiere
notablemente de la rapida aparicidn del farmaco en la circulacion sistémica.

Debido a esta relacion indirecta (con la consecuente formacion de histeresis
antihoraria), se sugiere el uso de modelajes indirectos o tiempo-dependientes
como el del compartimento efector o los fisiologicos de respuesta indirecta para
explicar la relacion entre la farmacocinética y el efecto antiinflamatorio del
tolmetin.
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