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RESUMEN

El ketoprofeno es un farmaco antiinflamatorio no esteroidal (AINE) ampliamente
utilizado en la practica clinica y al igual que otros AINEs presenta los efectos
adversos caracteristicos de este grupo de farmacos lo cual puede limitar su uso.
Esta bien establecido que el estudio y conocimiento de la relacion entre las
propiedades farmacocinéticas y el efecto de wun farmaco (modelos
farmacocinéticos-farmacodinamicos) es la base para el disefio de regimenes de
dosificacidon mas racionales. Con esto se puede evitar, en la medida de lo posible,
la aparicion o disminuciéon de los efectos adversos de los farmacos. El
establecimiento de modelos farmacocinéticos-farmacodinamicos en AINEs son
escasos debido en parte a lo complejo que puede resultar medir el dolor. En ese
sentido, el propdsito de este estudio fue caracterizar la relacién entre la
farmacocinética y el efecto antihiperalgésico del ketoprofeno en la rata, utilizando
el modelo de estimulacién térmica de retiro de la pata. Se evalu6 el efecto
antihiperalgésico del ketoprofeno en la rata y simultaneamente se les tomaron
muestras sanguineas las cuales fueron analizadas por un método de
cromatografia de liquidos de alta resolucion desarrollado y validado en nuestro
laboratorio. Los resultados obtenidos al graficar el efecto en funcion de la
concentracion del farmaco en sangre de la rata, mostraron una relacién directa. Se
obtuvo un buen ajuste con el modelo del efecto maximo. La CEsg calculada fue de
1.49 pg/ml y el Emax calculado fue de 99.01%. En base a estos resultados se

puede tratar d establecer un mejor uso clinico de este farmaco.
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1. INTRODUCCION

1.1 FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMIA

Un farmaco se define como toda sustancia quimica que introducida
voluntariamente en el organismo de un sujeto posee la propiedad de modificar las
condiciones fisicas o quimicas de éste (OMS). La magnitud de dicho cambio
puede ser valorado o medido en funcién de la respuesta obtenida en determinado
tejido, 6rgano o sistema del organismo y relacionarlo con la cantidad de farmaco
administrada. Se ha observado en numerosos estudios farmacolégicos, que en la
mayoria de los casos existe una relacion directa entre la cantidad administrada y
el efecto producido del farmaco; es decir, a mayor cantidad administrada del
farmaco, mayor respuesta obtenida. De tal manera que la intensidad y duracion
del efecto farmacologico dependera de la dosis administrada y la cinética de
distribucién del farmaco (Shargel y Andrew, 1985). Ahora, para que los efectos de
un farmaco lleguen a presentarse, es necesario que éste sufra varios procesos al
interior del organismo vivo y asi poder llegar de forma libre a su sitio de accion.
Una vez ahi, las moléculas del farmaco se encargaran de provocar varios
procesos bioquimicos y fisiolégicos en el organismo e iniciar una cascada de
eventos que se traduciran en el efecto farmacolégico que podra ser benéfico o

indeseable.

Una de las metas de la terapéutica es minimizar los efectos adversos posibles.
Para ello, es necesario establecer una relacion dosis-efecto, o bien, establecer la

relacion farmacocinética — farmacodinamica (Holford, 2001).



La farmacocinética (FC), estudia los procesos de absorcion, distribucion,
metabolismo y excrecién de los farmacos, asi como los multiples factores que
pueden modificarlo (Aarons, 1997). En otras palabras, la farmacocinética hace
relacion especificamente a las diferentes acciones que el organismo ejerce sobre
un farmaco.

Por otro lado, la farmacodinamia (FD) se puede definir como la relacion
cuantitativa entre la concentracién (observada) en plasma o tejido y la magnitud
del efecto (observado) (Venitz, 1995, Shargel, 1985). En esta etapa, es el farmaco

el que produce transformaciones en el organismo.

En general se acepta que para la mayoria de los farmacos el efecto farmacologico
es proporcional a la dosis administrada. La figura 1 muestra una tipica curva dosis
— respuesta tipica, en ella se puede apreciar que existe una region lineal
comprendida en el intervalo del 20 al 80 % del efecto farmacologico maximo
(Shargel y Andrew, 1985). Antes y después de este intervalo, la relacion no se
comporta lineal. A valores muy bajos de la dosis, la curva es horizontal; a dosis

mayores, la pendiente empieza a decrecer hasta que la curva se vuelve asintética.



Respuesta

Doxis

Figura 1. Curva dosis respuesta tipica.

El estudio y conocimiento de la relacion entre las propiedades farmacocinéticas y
el efecto de un farmaco es la base para el disefio de regimenes de dosificacién
mas racionales (Holford, 1981). Asi, mediante la utilizacion de datos que
relacionen las concentraciones séricas o plasmaticas de un farmaco con la
medicion del efecto suscitado y representado en modelos matematicos, permite
entender en gran medida la relacion entre la dosis administrada y la magnitud del

efecto fisiologico alcanzado (Schwinghammer, 1988).

Para algunos farmacos es posible establecer una relacion directa entre el efecto
producido y la concentracion del farmaco en algun compartimento accesible del
cuerpo, usualmente plasma o sangre (Holford, 1981). Obviamente, la relacion mas
facilmente delineada es aquella en la cual existe una correlacion directa de la

concentracion plasmatica y el efecto que puede ser observado; donde dicha



concentracion y el efecto se incrementan o disminuyen en forma paralela.

(Colburn, 1988); tal como lo muestra la figura 2.
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Figura 2. Relacioén directa entre el efecto producido y las concentraciones de un farmaco.

Sin embargo, cuando la respuesta farmacoldgica toma tiempo para ser observada,
y dicha respuesta aparentemente no esta relacionada con la concentracion del
farmaco, se aplica un modelo de relacién indirecta para relacionar la
farmacocinética y la farmacodinamia. Entonces son necesarias técnicas
matematicas que pueden resultar complejas para intentar explicar este fenomeno
(Dayneka, 1993). Bajo estas circunstancias, cuando los datos de los efectos
obtenidos en funcién de la concentracién son graficados, la grafica obtenida

representa una curva de histéresis antihoraria, es necesario entonces aplicar los



modelos matematicos para tratar de explicar la relacion existente, tal como lo

muestra la figura 3.
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Figura 3. Relacion del tipo indirecta entre el efecto producido y las concentraciones de un farmaco.

En el establecimiento de modelos FC-FD, es muy importante contar con métodos
reproducibles y confiables. EI muestreo de las concentraciones en los fluidos
bioldgicos y las mediciones del efecto farmacoldgico deben ser consistentes, asi
como métodos que cumplan con las caracteristicas de especificidad,

reproducibilidad, sensibilidad, precision y exactitud establecidas (Bellisant y cols.,

1998).



1.2DOLOR

El dolor quiza sea la experiencia mas universalmente compartida por el ser
humano. Es la primera causa de busqueda de ayuda médica y uno de los
temores mas profundamente enraizados en la naturaleza humana. Su manejo
representa una carga economica impresionante en términos de cuidados
sanitarios, pérdidas de productividad, compensaciones economicas y otros
factores relacionados (Belmonte, 2001).

La sensaciéon de dolor es una de las funciones vitales del sistema nervioso
central (SNC) y por su naturaleza inherente de aversion, provee informacién
segura de lo que ocurre o de amenaza de lesion. Si la causa del dolor no se
retira, bajo condiciones fisiopatoldgicas el dolor persiste, genera miedo y
ansiedad (Ito y cols., 2001).

El dolor se ha definido por la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor
(Internacional Association for the Study of Pain, IASP) como: “Una experiencia
sensorial y emocional desagradable asociada con una lesién tisular real o
potencial, cuya presencia se manifiesta por alguna forma de conducta
observable” (IASP, 1986). Esta definicion implica dimensiones diferentes en
esa experiencia compleja: una disminucion sensori-discriminativa, referida a la
capacidad de distinguir las caracteristicas del estimulo doloroso en el espacio y
en el tiempo: localizacién, extension, intensidad y duracion. Una dimensién
cognitiva-evaluativa, referida a la percepcion del estimulo y la comprensién de
su significado, y, una tercera dimension, la afectivo-emocional, que
corresponde a los sentimientos de aversion que evoca el conocimiento de lo

que ocurre y el deseo de evitar el dafio (Belmonte, 2001).



De tal manera que el dolor lo tenemos que ubicar como una cuestion benéfica
desde el punto de vista biologico, ya que nos indica que existe un posible dafio.
En ese sentido, una de las principales finalidades del dolor es |la de defensa o
mecanismo protector que actua como un sistema de alarma, informando al
organismo de algun dafio o estimulo nocivo lo que hace que el individuo
reaccione eliminando o alejandose del estimulo doloroso (Basbaum y Wolf,
1999; Guyton y Hall, 1999). Sin embargo, cuando ha ocurrido una lesién y hay
dafio, entonces el organismo mismo promueve la reparacion del tejido
mediante la generacion de una zona de hipersensibilidad localizada (dolor
inflamatorio) alrededor del tejido lesionado, lo que trae como consecuencia que
el sujeto evite los movimientos y el contacto con cualquier objeto, favoreciendo

y logrando asi la curacién (Basbaum y Woolf, 1999; Guyton y Hall, 1999).

1.2.1 CLASIFICACION DEL DOLOR

Existen diversas clasificaciones del dolor, sin embargo, puede subdividirse en
tres categorias desde el punto de vista fisiopatolégico: el dolor fisiologico, el
inflamatorio y el neuropatico. El dolor normal o fisiologico, es una sensacion
protectora que nos alerta acerca de la presencia en el ambiente de estimulos
lesivos. A su vez, después de un proceso inflamatorio o una injuria nerviosa se
suceden una serie de alteraciones en el sistema somatosensorial, que
amplifican las respuestas e incrementan la sensibilidad a estimulos periféricos,
de tal manera que el dolor puede ser activado por estimulos normalmente

inocuos o de baja intensidad. El dolor fisiolégico, llamado también clinico o



patoldgico, es una expresion de la plasticidad del sistema somatosensorial, que
se define como la capacidad de las neuronas de cambiar sus funciones, su
perfil bioquimico o su estructura. Estos cambios operan en multiples sitios y se
producen por diversos mecanismos. La hipersensibilidad que acompafa al
dolor inflamatorio usualmente retorna a lo normal si el proceso o enfermedad
causante es controlado. Mientras que el dolor neuropatico persiste por tiempo
prolongado aun cuando haya ocurrido un proceso de cicatrizacion (Woolf y

Salter, 2000).

1.2.2 COMPONENTES DEL DOLOR

La existencia de varios tipos de dolor puede ser entendida si se utilizan los
siguientes componentes para su analisis: nocicepcion, percepciéon del dolor,
sufrimiento y comportamiento del dolor. Cada una de las cuales posee un
substrato anatomico, fisiolégico y psicolégico (Loeser y Melzack, 1999;
Chapman y Gavrin, 1999). El término nocicepcion se refiere a los mecanismos
fisiologicos asociados con la recepcion de sefiales en el sistema nervioso
central, generados tras la activacion de receptores sensoriales especificos, o
nociceptores por los estimulos nocivos (Bonica, 2003).

La percepcion del dolor se desencadena por un estimulo nocivo, como un dano
o una enfermedad o por lesiones que comprometen al SNC o periférico
(Treede, 1995; Bonica, 2003).

El sufrimiento se define como una experiencia emocional negativa inducida por

el dolor y también por miedo, ansiedad, estrés, pérdida de los objetivos y otros



estados psicologicos. No todo sufrimiento es causado por dolor, pero es muy
comun que las personas describan el sufrimiento en el lenguaje del dolor
(Bonica, 2000).

Los comportamientos del dolor son todas las acciones que el paciente hace o
deja de hacer con relacion a la presencia de dafio tisular, como por ejemplo,
manifestaciones orales, llanto, inmovilidad fisica, cambios en la marcha,

rechazo al trabajo, consulta frecuente al médico, etc. (Bonica, 2000).

1.2.3 TRANSMISION DEL DOLOR Y NOCICEPTORES

La nocicepciéon se lleva a cabo cada vez que existe un estimulo capaz de
activar receptores que indican dafo histico (nociceptores). Los nociceptores
tienen tres funciones claras con respecto a su papel en la nocicepcion: la
transduccion, la conduccion y la transmision de la informacion a las neuronas
centrales (Woolf y Costigan, 1999).

El proceso de transduccion implica que el nociceptor convierte el estimulo
nocivo en potenciales de accion. La transmisién se refiere a la propagacién de
las senales eléctricas a lo largo de las vias nociceptivas. La modulacién detalla
la alteracidon de las sefiales nociceptivas dentro del asta dorsal de la médula
espinal. Se liberan neurotransmisores que inhiben o amplifican la senal
sensorial. En la percepcién se integran los impulsos nociceptivos con factores
cognoscitivos y emocionales para crear la experiencia subjetiva del dolor

(Hyman y Cassem, 1995; Stuart, 1999; Woolf y Costigan, 1999).



Los nociceptores son las estructuras sensoriales especializadas en captar la
informacién  nociceptiva. Se localizan en la piel, el tejido subcutaneo,
musculos, articulaciones y visceras (Cerverd y Laird, 1996). En condiciones
fisioldgicas normales, los nociceptores son capaces de distinguir entre senales
nocivas o inocuas, segun la intensidad del estimulo, aunque el umbral de
activacion de los nociceptores depende del tejido inervado y del tipo de
estimulo. En la membrana de los nociceptores se expresan receptores
especializados que se activan por estimulos especificos, por ejemplo, canales
idnicos sensibles al calor,0 receptores sensibles a la estimulacion por agentes
quimicos. Los nociceptores se clasifican en tres grupos principalmente, esto
basandose en su funcion y anatomia: las fibras AB son de gran diametro,
mielinizadas con conduccion muy rapida. La mayoria de estas fibras detectan
estimulos inocuos aplicados a la piel, musculo y articulaciones, normalmente
no se ven involucradas en procesos de dolor bajo condiciones normales. Las
fiboras AD son de diametro mediano y poco mielinizadas, poseen una
conduccién intermedia entre las fibras AR y las fibras C. Las fibras C poseen
diametro pequefio y mediano, no son mielinizadas y de conduccién lenta. La
mayoria son polimodales, o sea que responden a estimulos nocivos térmicos,

quimicos y mecanicos (Julius y Basbaum, 2001).

Cuando un estimulo especifico o de una intensidad suficiente activa los
nociceptores se genera una corriente de despolarizacion como respuesta. La
mayoria de las células animales poseen una diferencia de potencial entre el

interior y el exterior de la membrana celular. Cuando la membrana se

10



encuentra en reposo se acumula un exceso de iones negativos (Cl') en el
interior de la membrana, de manera que en ese estado, existe un potencial de
membrana negativo. Tras ocurrir un estimulo nociceptivo, se inicia un potencial
de accién, aumenta bruscamente la permeabilidad de la membrana a los iones
de Na® y en menor proporcion los de K*. Asi, estos penetran a la célula y se
invierte el potencial de membrana, o sea, se despolariza. Generando con ello
un impulso nervioso que se propaga por las fibras nerviosas que convergen en
la médula espinal a través de la raiz dorsal y de ahi a la sustancia gris de la
médula espinal. Es ahi donde ocurren sinapsis con interneuronas o
directamente con neuronas de proyeccion espinotalamica. Del tadlamo se
conduce el estimulo hacia la corteza cerebral donde se genera la percepcion
sensorial consciente del dolor (Guyton y Hall, 1999, Millan, 1999).
Posteriormente, la membrana se repolariza, ya que se bloquean los canales de
Na® (pero no los de K*), asi se tiene de nuevo el potencial de reposo de la
membrana.

Existen algunas sustancias quimicas que se liberan durante el proceso
inflamatorio y que pueden actuar de forma directa o indirecta sobre los
nociceptores. Basicamente, la activacion o inactivacion de los nociceptores se
produce en relacion con cambios en la conductancia a los iones Na*, K*, y
Ca?*, que derivan en la apertura de canales asociados a receptores de
membrana o a cascadas de segundos mensajeros en el interior de la célula
(Richardson y Vasko, 2002). Por ejemplo, las citocinas liberadas por células del

sistema inmune que infiltran el tejido inflamado, aumentan la conductancia al

11



Ca*" y Na'*; la serotonina produce un efecto similar, a la vez que disminuye la

conductancia del K* (Millan, 1999).

1.3 INFLAMACION Y DOLOR

Los sistemas de transmision nociceptiva descritos anteriormente se activan
como respuesta a la lesion inflamatoria periférica. La inflamacion es una
reaccion local conectivo-vascular, provocada por microorganismos o sustancias
irritantes, cuyo fin es localizar y destruir dichos agentes patdégenos, asi como
reparar los dafos que estos pueden producir. A nivel macroscoépico, la
respuesta mas comun se acompafa de eritema, edema y dolor a la palpacion

(hiperalgesia) (Robbins, 1990).

Las respuestas inflamatorias surgen en tres fases diferentes mediadas por
mecanismos distintos: Una fase transitoria aguda que se caracteriza por
vasodilatacion local y mayor permeabilidad capilar; una fase subaguda tardia
que se identifica por infiltracion de leucocitos y fagocitos y, una fase
proliferativa crénica en que se advierten degeneracion y fibrosis tisulares
(Gallin y cols., 1982).

La inflamacion se divide en aguda y cronica en funcion de su duracion, y al
igual que el dolor, conduce a una pérdida de la funcionalidad de la parte
afectada (Robbins y cols., 1990). La inflamaciéon aguda presenta edema de
manera inmediata o transitoria, suele comenzar inmediatamente después del
estimulo lesivo, alcanza un maximo a los 5 a 10 minutos después y puede

desaparecer en 15 a 30 minutos si no existe otro estimulo o si no se
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desencadenan otros mecanismos. Este fendmeno se caracteriza por cambios
de flujo y calibre vascular, cambios de la permeabilidad vascular y exudacion
leucocitaria. Inicialmente, la reaccion inflamatoria estd mediada por la
histamina y posteriormente por una gran variedad de mediadores quimicos que
son activados en fases consecutivas (Robbins y cols., 1990; Bendtzen y cols.,

1998).

1.3.1 MECANISMO DE LA INFLAMACION

La presencia de material extrafio o de una lesion tisular induce la activacién de
los macrofagos residentes, los cuales cumplen un papel decisivo en el
desarrollo de la inflamacién aguda (Ferreira, 1980). A partir de este evento
inicial, se desencadenan una serie de procesos que incluyen el reclutamiento
de leucocitos (neutréfilos, basdfilos y eosindfilos), los cuales ejercen un papel
amplificador y una cascada de liberacion de mediadores de diferentes
origenes: algunos generados por la lesion tisular (bradicinina, factores de la
coagulacion, serotonina, histamina, prostaglandinas (PGs), prostaciclinas
(PCs), leucotrienos (LTs), tromboxanos (TBXs), ATP, etc), factores
neurogénicos (sustancia P, péptido relacionado con el gen de la calcitonina,
aminoacidos excitatorios, catecolaminas) ademas de factores de crecimiento
(factor de crecimiento nervioso) (Dray, 1994; Ferreira, 1993; Sorkin, 1997). En

la figura 4 se esquematiza este proceso.
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Figura 4. Mediadores quimicos liberados durante una lesién tisular.

En estas condiciones, los nociceptores se rodean de lo que se ha denominado
la “sopa inflamatoria” (Dray, 1994). Como ya se habia mencionado, algunos de
estos mediadores quimicos activan los receptores de las fibras aferentes
primarias generando potenciales de accion, mientras que otros los sensibilizan,
es decir, ocurre una disminucion en su umbral de respuesta, de tal forma que
estimulos mecanicos o térmicos de menor intensidad logran activarlos

(Ferreira, 1990).
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Especial mencion merecen las PGs por la magnitud de su participacion en los
procesos de inflamacién y por consiguiente del dolor que cursa por esta
patologia. Las PGs se sintetizan a partir del acido araquidénico (AA) presente
en los fosfolipidos de las membranas celulares, el cual es liberado al
producirse una lesion tisular por accién de la fosfolipasa A, (Higgins y cols.,
1984). El AA actua como substrato de varias enzimas, siendo la via de la ciclo-
oxigenasa (COX) y de la lipooxigenasa (LOX) las rutas metabdlicas oxidativas
principales (Meot y cols., 1992). La COX cataliza la oxidacion del AA
obteniendo las PGs, las PCs y los TBXs, mientras que la LOX cataliza la
peroxidacion obteniendo cadenas de acido hidroxieicosatetraenoico (HETESs) y
LCs (Cashman, 1996).

Existen al menos dos isoformas de la COX, una denominda COX-1 o
“constitutiva” y descrita como la responsable de la biosintesis de las PGs
importantes en la homeostasis y ciertas funciones fisioldgicas ya que participan
en la citoproteccion, principalmente en el tubo gastrointestinal o en la
regulacién del flujo sanguineo renal. La otra isoforma es la denominada COX-2
o “inducible”, que aparece como respuesta a situaciones de dafno tisular o
estimulo inflamatorio y por lo tanto se ha propuesto que participa y/o empeora
la respuesta inflamatoria (Granados y col., 2001). Durante los procesos
inflamatorios, diversas citocinas como la IL-13 y el TNFa, entre otros, inducen
la producciéon de la COX - 2, con la subsecuente liberacion de PGs, las cuales
participan activamente en la sensibilizacion de las terminaciones nociceptivas
ante estimulos dolorosos (Bley y cols., 1998). Esto conlleva a una respuesta

dolorosa exagerada frente a estimulos que en otras ocasiones serian nada o
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poco dolorosos (hiperalgesia), en otras palabras, disminuyen el umbral de dolor
(Granados y col., 2001). La PGE> y la PGI2 (prostaciclina) han sido sefaladas
como las PGs que mas contribuyen a la hiperalgesia, tanto en animales como
en humanos (Stock y cols., 2001). Por otra parte, también se han relacionado

algunos leucotrienos con el fendmeno de hiperalgesia (Wook y cols., 2000).

1.4 HIPERALGESIA

Cuando el organismo recibe un estimulo de suficiente intensidad, se pone en
marcha el sistema somatosensorial, el cual, alerta al individuo sobre la
posibilidad que exista un dafio a su integridad, y desencadenar asi una
respuesta de evitacion. Si el estimulo es tan intenso que ocasiona una lesion
tisular o nerviosa comienzan los complejos mecanismos productores de dolor
que ya se han descrito. Si el nociceptor de la zona dafiada no se recupera de
la lesion, entonces aparece el fendmeno de hiperalgesia, la cual modifica el
estado basal del nociceptor, alterando la respuesta habitual al fendmeno
nociceptivo (Dray y cols., 1994). Sin duda, la aparicion de la hiperalgesia tiene
una finalidad protectora del tejido inflamado, ya que previene el posible dafo
posterior del area lesionada (Cerverd y Laird, 1996).

El dafo tisular cutaneo provocado por irritantes quimicos, dafio térmico,
estimulacion eléctrica, etc., relacionado con la reaccion inflamatoria se
relaciona con dos zonas principales de dolor. En la primera, se tiene
comprendida la region tisular dafiada, y se caracteriza por la presencia de dolor

espontaneo y una sensibilidad aumentada a los estimulos térmicos, mecanicos
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y quimicos y se denomina zona de hiperalgesia primaria. Alrededor de esta
zona se localiza un area no dafada pero que posee un aumento en la
sensibilidad ante estimulos mecanicos y estimulos térmicos frios, no siendo asi
con calor. Esta area se denomina zona de hiperalgesia secundaria (Aloe y
cols., 1997).

La presencia de un proceso inflamatorio afecta no solo a los nociceptores, el
SNC manifiesta también una serie de cambios que van a participar de manera
importante en la generacion de este tipo de dolor. El sitio donde
mayoritariamente se han descrito estos procesos es la médula espinal, ahi se
produce un estado de sensibilidad alterada con un incremento en la
excitabilidad de estas neuronas, caracterizado por: a) reducciéon en los
umbrales de activacion de estas neuronas, las cuales pueden ser activadas
con estimulos considerados no dolorosos; b) alteracion en el patron temporal
de respuesta, de tal manera que estimulos breves pueden evocar una actividad
sostenida de las neuronas; c) incremento en la respuesta de las neuronas, de
forma que estimulos dolorosos producen un mayor efecto en ellas; d)
expansion en los campos receptivos, lo que permite que las respuestas sean
evocadas, estimulando una mayor area (Woolf, 1996).

Estos cambios dependen fundamentalmente de la actividad de las fibras C y de
la liberacion de diferentes moléculas e involucran tanto a las neuronas
primarias como a las neuronas del asta dorsal de la médula espinal. Es posible
que los mecanismos periféricos sean preponderantes en las fases tempranas
después de un dafio tisular y que sean estas entradas las responsables de

generar los cambios centrales que explican las caracteristicas que causan el
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dolor, aun en ausencia de inflamacion (Coderre y cols., 1993; Woolf y cols.,
1997).

El término hiperalgesia se refiere a un desplazamiento hacia la izquierda en la
curva que relaciona la intensidad del estimulo con la sensacién dolorosa
percibida, e incluye a la alodinia cuando el estimulo es de baja intensidad, tal

como lo muestra la figura 5.
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Figura 5. Representacion grafica del fendmeno de la hiperalgesia.

La hiperalgesia primaria se puede explicar por los mecanismos periféricos ya
mencionados. Mientras que la hiperalgesia secundaria por mecanismos
centrales (Coderre y cols., 1993; Treede, 1995; La Motte, 1996; Woolf, 1996;

Coda y Bonica 2000).
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1.5 MODELOS EXPERIMENTALES DE DOLOR

Sin duda alguna, siendo el dolor un fendmeno tan dificil de medir y explicar, el
campo del estudio del dolor se ha beneficiado en gran medida con los modelos
experimentales que se han desarrollado para su estudio, ya que han permitido
profundizar en su mecanismo y tratamiento para plantear nuevos enfoques
para mejorar la terapéutica farmacoldégica.

La percepcién del dolor es un hecho psiquico que resulta imposible valorar en
forma directa en animales, y por ello su presencia se deducira de manera
indirecta, partiendo de las respuestas conductuales y por correlacion con
estudios paralelos en humanos.

La creacion de modelos animales para estudiar el dolor agudo y persistente
entre 1980 y 2000 permiti6 acumular muchos conocimientos sobre los
mecanismos de la neuroplasticidad periférica y central, en particular a lo
tocante a cuadros inflamatorios cronicos y neuropaticos, asi como los
fendbmenos de sensibilizacion, hiperalgesia, alodinia, dolor espontaneo, difusion
bilateral, a partir de lesiones unilaterales y plasticidad que dependen de la
actividad. En muchos estudios, el animal controla la duracion e intensidad del
estimulo al quedar en libertad para escapar, como es el caso del reflejo de
retiro de la pata o las pruebas de estimulacion de la cola, o por medio de
reacciones de escape aprendidas mas complejas en las cuales se puedan
medir los tiempos de latencia (Byers y Bonica, 2003). En ese sentido, el
modelo de estimulacion térmica de retiro de la pata (METRP) ha resultado ser

un modelo confiable para la evaluacion de la hiperalgesia en ratas. A la rata se
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le provoca una lesion tisular mediante la administracion subcutanea de una
solucién de carragenina en el cojinete plantar de la pata trasera de la rata. Para
evaluar la hiperalgesia se hace incidir un haz luminoso térmico en la region de
la lesion tisular y se registra el tiempo de latencia (tiempo que tarda la rata en
retirar la pata de la fuente de luz). Este modelo ha sido efectivo para evaluar el
efecto antihiperalgésico de algunos farmacos utilizados en el tratamiento del

dolor (Yaksh y cols., 2001; Reyes y cols., 2002).

1.5.1 MODELO DE EDEMA POR CARRAGENINA

La carragenina es una mezcla de polisacaridos sulfatados extraidos de algas
marinas rojas Rhodophyceae. Es soluble en solventes polares. La podemos
encontrar en dos formas: Kk y A (The Merck Index, 1995). La dosis para producir
el efecto inflamatorio agudo por carragenina varia entre 0.05 y 0.1 ml de una
suspension de carragenina en solucion salina al 1%, aunque se obtienen
variabilidad de un experimento a otro en funcién de la dosis y el tipo de
carragenina utilizada.

En el modelo de carragenina, la inyeccidn subplantar de esta sustancia genera
una reaccion inflamatoria tiempo-dependiente (Winter y cols., 1962; Di Rosa y
cols., 1970; Castafieda y cols. 1995). El mecanismo de la formacién del edema
por esta sustancia parece estar mediado por la liberacion de histamina y
serotonina en una primera etapa; posteriormente en una segunda etapa,
aparece la produccién de PGs, bradicinina y 5-hidroxitriptamina (5-HT)
(Ferreira y cols., 1974; Ucelay y cols., 1988). En este modelo, los niveles de

COX-2 se ven incrementados por la reaccion inflamatoria y por consiguiente
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hay un aumento de las PGs que incrementan la formacion de edema vy filtracion
leucocitaria al promover el flujo sanguineo de la region inflamada. En ese
sentido, la inhibicion de la COX da como resultado una disminucion en la
produccién de las PGs en el sitio de la inflamacién, asi como a nivel espinal

(Coderre y cols., 1990; Seibert y cols., 1994).

1.6 TERAPEUTICA DE LA INFLAMACION

El tratamiento de los pacientes con inflamacién incluye dos objetivos
principales: primero, el alivio del dolor que con frecuencia constituye el sintoma
de presentacién y la principal queja continua del enfermo; y segundo, la
disminucion, o en teoria, la suspension del proceso lesivo tisular. La reduccion
de la inflamacion con antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) a menudo
genera alivio del dolor durante periodos significativos. Ademas, la mayor parte
de los analgésicos no opioides, tales como la aspirina, también tiene efectos
antiinflamatorios, por lo cual son apropiados para tratar padecimientos
inflamatorios, tanto agudos, como crénicos (Furst y Caldwell, 2002).

Los glucocorticoides también presentan potentes efectos antiinflamatorios y
cuando se utilizaron por primera vez se considerd que constituian la respuesta
final al tratamiento de la artritis inflamatoria. Desafortunadamente, la toxicidad
relacionada con la terapéutica corticosteroide crénica evita su uso, excepto
para brotes agudos de la enfermedad articular. Por lo tanto, los
antiinflamatorios no esteroideos han adquirido una funcién principal en el

tratamiento de patologias con procesos inflamatorios (Furst y Caldwell, 2002).
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1.7 FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDALES (AINEs)

1.7.1 INTRODUCCION

Estos farmacos constituyen un grupo heterogéneo de compuestos que no
guarda relacion quimica entre si (aunque muchos de ellos son acidos
organicos), y que a pesar de esto, comparten ciertas caracteristicas
terapéuticas y de efectos colaterales (Roberts y Morrow, 2001).

Los AINEs son ampliamente utilizados en la clinica para el tratamiento de
procesos inflamatorios. También poseen efectos antipiréticos y analgésicos,
pero son sus propiedades antiinflamatorias las que los vuelven utiles para el
control de trastornos en los cuales el dolor se relaciona con la intensidad de los
procesos inflamatorios (Furst y Munster, 2002).

Esta actividad terapéutica estd mediada principalmente por la inhibicion de la
COX, enzima encargada de la sintesis de PGs. Sin embargo, los AINEs
también pueden actuar sobre otros sitios, ya que poseen multiples efectos
centrales y periféricos (Miyoshi, 2001; Furst y Caldwell, 2002; Roberts y
Morrow, 2001), tales como:

a) Inhibir la migracién de leucocitos hacia el exudado inflamatorio (Higgs y

cols., 1983).

b) Inhibir la actividad o expresién de algunas moléculas de adherencia celular

(selectinas, integrinas, molécula 1 de adherencia celular (ICAM-1), molécula 1

de adherencia de células vasculares (VCAM-1), que actuan al ser activadas las
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células endoteliales que a su vez orientan a las células circulantes al sitio de
inflamacién (Kavnaugh y cols., 1994; Rao y cols., 1994; Campbell, 2000).

¢) Inhiben la produccion de bradicinina en el lugar de la inflamacion (Lees y
cols., 1991).

d) Estabilizan las membranas celulares al inhibir la liberacion de enzimas
lisosomales las cuales median la destruccion de tejido en procesos
inflamatorios (Veys, 1991).

e) Inhiben la enzima lipooxigenasa, provocando asi el bloqueo de la sintesis de
leucotrienos (Veys, 1991).

f) Inhiben la activacién y funcion de los neutréfilos, reduciendo la cantidad de
mediadores inflamatorios en el sitio de la lesion (Abramson y cols., 1989;
Weissmann, 1991).

g) Estimulan la via oxido nitrico-GMPc. Algunos AINEs que bloquean la
hiperalgesia al parecer activan esta via (Duarte y cols., 1992).

h) Activacion de canales de K*. Al activar diferentes canales de K* produciendo
una hiperpolarizacion de las neuronas nociceptivas y generando asi analgesia
(Lazaro y cols., 2001; Granados y cols., 2002).

i) Por efectos a nivel central (Malmberg y Yaksh, 1992).
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1.7.2 CLASIFICACION DE LOS AINES

Se han sugerido varios esquemas para clasificar a los AINEs, que se basan en
diferentes caracteristicas clinicas y farmacolégicas. Sin embargo, la
clasificacién quimica, con lo antigua que es, sigue siendo la manera mas util de
clasificar a los farmacos en grupos que tienen caracteristicas clinicas similares

(Miyoshi, 2003). En la Tabla 1 se muestra dicha clasificacion.

Derivacos del dcido salicllico  Aspirina
Selicilato de sodio
¢ Trisalicilato de colina y magnesio
Salsalato
Diflunisal
Acido salicilsalicilico
Sulfasalazina
Olsalazina
Cerivados del paraaminofenol  Acetaminofén

Acidos indolacéticos Indometacina
Sulindac
Zomepirac
Etodolac
Derivados del pirzzol Fenilbutazona
: Oxifenbutazona
Azapropazona

Acides antranilicos (fenamatos)  Acido mefenamico
Acido meclofenamico

Acidcs pirfolazéticos Tolmetina
: Alclofenaco
Diclofenaco
Ketorolaco
Bromfenaco
Acidos propidniccs Ikuprofeno
Naproxeno
Fenoprofeno
Kztoprofeno
Suprofeno
Flurbiprofero
Cixaprozin

Derivados de la benzotiacina Proxicam
[oxicams) Tenoxicam
Meloxicam
Alcaronas Nabumetone
Inhib dores te'ectivos de la Celecoxib
CCX-2 . Nimesulide
Nlk-966

Rofecoxib
Otros agentes nuevos Tenidap

Tabla 1. Clasificacion de AINEs de acuerdo con su estructura quimica. (Miyoshi, 2003)
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1.7.3 KETOPROFENO

El ketoprofeno es un farmaco antinflamatorio no esteroidal perteneciente a la
familia de los acidos 2-aril propidnicos. Posee un centro quiral en su estructura
molecular, de tal manera que presenta dos enantiomeros: R(-) y S(+); sin
embargo, en la clinica es administrado como la mezcla racémica a pesar de
que se han reportado diferencias farmacocinéticas y farmacodinamicas entre
los enantidmeros (Mauleon, 1996; Cooper y cols. 1998). Su estructura quimica

se muestra en la figura 6.

Figura 6. Estructura quimica del ketoprofeno (Veys, 1991).

El ketoprofeno ha emergido como un potente farmaco AINE (Veys, 1991). Es
ampliamente utilizado en la practica clinica para el control del dolor crénico y
agudo de tejido blando y musculo esquelético (Fossgreen, 1976; Kantor, 1986;
Veys, 1991; Moretti y cols., 2000). De acuerdo con algunos reportes, se ha
establecido que su efecto terapéutico se debe principalmente al enantiéomero

S(+) (dexketoprofeno) (Gich y cols., 1996; Cabré y cols., 1998).
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En estudios in vitro se ha demostrado que el enantiomero R (-) es entre 100 y
1000 veces menos potente que el enantiomero S(+) (Addams y cols., 1970;

Williams, 1990).

1.7.3.1 MECANISMO DE ACCION

El principal mecanismo de accion del ketoprofeno, al igual que el de otros
AINEs es la inhibicion de la enzima COX, tal como lo muestra la figura 7,
provocando con esto la disminucién de la sintesis de PGs y TBXs (Kantor,
1996; Veys, 1991). Ademas, se ha demostrado que el ketoprofeno es capaz de

inhibir la sintesis de leucotrienos y de 5-HETE (Williams y Upton, 1988).
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Figura 7. Via metakoélica del dcido araquidénico y nivel principal donde actda ketoprofeno.
(Vays, 1991)
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Otras propiedades del ketoprofeno que también contribuyen a su accion
antiinflamatoria y analgésica son la capacidad de inhibir los receptores a
bradicinina (Julou y cols., 1976), la estabilizacibn de membrana lisosomal en
dafio osmético y la prevencion de la liberacion de enzimas lisosomales que
median la destruccion tisular durante la inflamacion (Kantor, 1996).

Estas propiedades terapéuticas se han descrito tanto en humanos como en
modelos animales (caballos, ovejas, ratas y gatos) (Turek y cols., 1988 ;
Sunshine y cols., 1988; Landoni y cols., 1995; Arifah y cols., 2001: Diaz y cols.,
2002; Lees y cols., 2003). También se ha propuesto que el ketoprofeno puede
actuar inhibiendo la migracién de leucocitos a la zona de la lesion (Vannier y
cols., 1988; Higgs y cols., 1979), asi como la inhibicion de la quimiotaxis
inducida por IL-8 (Bizarri y cols., 2001).

En estudios comparativos con otros AINEs, ketoprofeno ha demostrado en la
mayoria de las instancias ser equivalente o de mayor eficacia en el tratamiento
de condiciones artriticas, inflamatorias y algésicas (Veys, 1991). Sin embargo,
no esta exento de presentar los efectos adversos caracteristicos de algunos
otros AINEs, principalmente a nivel gastrointestinal, lo cual puede limitar su uso

(Henry y cols., 1996).
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1.7.3.2 FARMACOCINETICA DEL KETOPROFENO

Se ha descrito que el ketoprofeno posee propiedades farmacocinéticas
excepcionales. En humanos, se absorbe rapidamente a través del tracto
gastrointestinal alcanzando su concentracion maxima (Cnax) en plasma a la
hora o dos horas después de su administracion oral. Posee una vida media
corta (1-2 h) y una rapida eliminacion lo cual reduce el riesgo de acumulacion.
Las interacciones adversas con otros farmacos son raras y existen pocas
contraindicacaciones para el uso de este farmaco. Sin embargo, no esta
exento de producir efectos colaterales gastrointestinales representativos de los
AINEs, aunque la incidencia de estos y otras reacciones adversas son

relativamente menores en comparacion con otros de su clase (Veys, 1991).

a) Absorcién

En humanos se ha demostrado que el ketoprofeno tiene una absorcién rapida y
completa después de una administracion oral, alcanzando su Cya alrededor de
1 a 2 horas (Lewellen y cols., 1976; Ishizaki y cols., 1980; Williams y Upton,
1988). La presencia de alimentos parece afectar la absorcion, la Cax Y 12 tmax
alcanzadas en condiciones de ayuno son significativamente mayor y menor,
respectivamente. Sin embargo, el area bajo la curva (ABC) no es
significativamente diferente (Bannwarth y cols.,1988). La biodisponibilidad de
ketoprofeno administrado oralmente es superior a 90% (Jamali, 1990),
mientras que cuando es administrado via intramuscular y rectal es de 71-96% y

73-93%, respectivamente, de la dosis oral equivalente (Ishizaki y cols., 1980).
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Estudios en ratas han demostrado que el ketoprofeno por via oral se absorbe
rapidamente a través del tracto gastrointestinal, alcanzando la Cnax alrededor
de 15 a 30 minutos, y alrededor de las 3 a 4 horas después de la ingestion
aparece un rebote de las concentraciones, fendbmeno que indica una posible
absorcion estomacal asi como gastrointestinal. Se ha observado que tras la
administracion de dosis entre 1 a 5 mg/kg, las Cnax Obtenidas en plasma son
de 1.2 a 10 mg/l (Julou y cols., 1976; Satterwhite y Boudinot, 1992; Radwan,

2000).

b) Distribucion

El ketoprofeno al igual que otros AINEs, se une ampliamente a proteinas
plasmaticas (>90%) principalmente a la albumina (Ishizaki y cols., 1980; Netter
y cols., 1987; Williams y Upton., 1988). De tal manera que su distribucién es
principalmente en el compartimento plasmatico. El volumen de distribucion es
aproximadamente de 0.1 a 0.2 I/kg (Brater, 1988; Jamali y Brocks, 1990).
Ketoprofeno también penetra a liquido sinovial. De acuerdo a varios estudios,
se ha demostrado que los valores de Cnax €n este compartimento son menores
que en plasma y ocurre a un mayor periodo de tiempo (Kennedy, 1976; Wallis

y cols., 1983; McCrea y cols., 1986; Lima y cols., 1987; Netter y cols., 1989).

c) Metabolismo
Se ha demostrado en humanos y en ratas que el ketoprofeno se metaboliza
extensamente por medio de enzimas microsomales en el higado (Upton y cols.,

1980; Graham vy cols., 1984; Jamali y Brocks, 1990). Sufre una
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glucoronidacion, formandose ésteres glucordnicos inestables, los cuales son
excretados a través de la orina (Fossgreen, 1976; Williams y Upton, 1988). El
aclaramiento plasmatico es alrededor de 1.16 + 0.09 ml/kg min, cuando se
administra por via oral; mientras que por via intramuscular y rectal este valor es
similar o un poco mayor (Ishizaki y cols., 1980).

La vida media del ketoprofeno es de alrededor de 2 horas, lo cual indica que el
compuesto sufre un rapido metabolismo y eliminacion (Ishizaki y cols., 1980;
Graham y cols., 1984; Houghton y cols.,1984; Kokki y cols., 2001). Como
consecuencia de este dato, tenemos que no existe el problema de una posible
acumulacion de ketoprofeno durante periodos cortos o largos de tratamiento,
salvo tener en cuenta cuando exista una insuficiencia hepatica, que el

ketoprofeno se metaboliza principalmente en el higado.

d) Eliminacién

El ketoprofeno se elimina rapidamente a través de los rifiones (Julou y cols.,
1976; Fossgreen, 1976; Ishizaki y cols., 1980). En voluntarios sanos se ha
demostrado que KP posee un aclaracion renal de alrededor de 0.15 £ 0.04
ml/min kg, esto con una dosis oral de 100 mg. El ketoprofeno se elimina a
través de la orina en forma de conjugados glucoroénicos principalmente (Ishizaki
y cols., 1980; Jamali y cols. 1990). Por otro lado, se ha reportado que la
eliminacion de ketoprofeno puede ser modificada por efectos circadianos

(Ollagnier y cols., 1987).
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2. JUSTIFICACION

A pesar del amplio uso de los AINEs, existen algunas cuestiones no del todo
exploradas en lo concerniente a su eficacia y seguridad. Al igual que otros
medicamentos, su uso clinico puede ser mejorado por el entendimiento de su
mecanismo de accién, asi como el de sus propiedades farmacocinéticas.
(Castaneda, 2002).

Los ejemplos de la utilidad de un modelo FC-FD de varios grupos de
medicamentos son cada vez mas abundantes en la literatura médica, sin
embargo, existe informacion escasa acerca de la relacion farmacocinética-
farmacodinamica de los AINEs, esto debido en gran parte a lo complejo que
puede resultar medir el dolor.

En el caso del KP, se han reportado modelos FC-FD midiendo analgesia en
humanos (D’Arienzo y cols., 1984; Kohler y cols., 1985), mientras que en
animales, se han medido los parametros farmacocinéticos de los enantiomeros
y la mezcla racémica de este farmaco y se comparan con la liberacién de
mediadores quimicos de la inflamacién en exudados obtenidos de becerros,
caballos y ovejas (Landoni y cols., 1995, 1996; Arifah y cols., 2001). Sin
embargo, hasta el momento no existen reportes donde se haya evaluado la
relacién entre la analgesia y las concentraciones sanguineas del ketoprofeno
en la rata. Por lo anterior, en esta tesis se plantea determinar el tipo de relacién
entre la farmacocinética y el efecto antihiperalgésico del ketoprofeno en ratas

empleando el modelo de estimulacion térmica de retiro de la pata.
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3. OBJETIVOS

En base a lo anteriormente expuesto, se plantearon los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL
Caracterizar la relacion entre la farmacocinética y el efecto antihiperalgésico del
ketoprofeno en ratas utilizando el modelo de retiro de la pata por estimulacion

térmica.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Realizar curvas dosis — respuesta del ketoprofeno empleando el modelo de
retiro de la pata por estimulacion térmica.

2. Realizar el montaje y validacion de un método para la cuantificacion de
ketoprofeno en micromuestras de sangre de rata.

3. Caracterizar la farmacocinética del ketoprofeno a las dosis que produce su
efecto antihiperalgésico.

4. Caracterizar la relacién entre la farmacocinética y el efecto antihiperalgésico del

ketoprofeno en la rata.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 REACTIVOS

El ketoprofeno fue proporcionado por Merck, S.A. de C.V. (México). La
carragaina A se obtuvo de Sigma (St. Louis, MO, EUA). Todos los reactivos

empleados en este estudio fueron grado analitico y para cromatografia.

4.2 EQUIPOS

Para evaluar el efecto antihiperalgésico del ketoprofeno se utilizé el modelo de

estimulacion térmica de retiro de la pata.

Las concentraciones sanguineas de ketoprofeno en rata se determinaron

mediante un sistema de cromatografia de liquidos de alta resolucion.

4.3 ANIMALES

Se utilizaron ratas Wistar hembra de 9-10 semanas de edad, con un peso de 180-
220 g provenientes del bioterio del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias, INER. Se mantuvieron en un cuarto con temperatura controlada (22
+ 1°C) un dia antes del estudio. Se les retir6 el alimento 12 horas antes de los
experimentos, sin embargo se les mantuvo con libre acceso al agua. Todos los
experimentos se realizaron de acuerdo a las Guias sobre aspectos éticos para la
investigacion de dolor experimental en animales (Zimmermann, 1983). Cada rata

se utilizo solo una vez y posteriormente se sacrifico.
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4.4 DISENO EXPERIMENTAL

a) Curvas dosis-respuesta

Los animales (n= 42) se asignaron aleatoriamente en siete grupos experimentales,

cada uno de los cuales se conformé por el mismo numero de animales.

Grupo control 1
Se le administré p.o. el vehiculo del farmaco (solucion salina al 0.9%) y recibié una
administracion subcutanea de carragenina (50 pl, 10 mg/ml) en el cojinete plantar

de la pata trasera derecha.

Grupo control 2

Solamente se le administro p.o. el vehiculo del farmaco (solucién salina al 0.9%).

Efecto antihiperalgésico del ketoprofeno:

Se conformaron 5 grupos. A cada uno se les administré6 una de las siguientes
dosis de ketoprofeno (via oral): 0.32, 1.0, 3.2, 10 y 32 mg/kg. En todos los casos,
se aplico a los animales subcutdaneamente carragenina (50 ul, 10 mg/ml) en el
cojinete plantar de la pata trasera derecha inmediatamente antes de la

administracion del farmaco.

b) Farmacocinética del ketoprofeno.

Se emplearon ratas Wistar hembra (n=18), con un peso entre 180 y 220 g y se

asignaron aleatoriamente en tres grupos experimentales (cada uno de los cuales
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conformado por el mismo numero de animales), los cuales recibieron el
ketoprofeno via oral a dosis de 1.0, 3.2 y 10 mg/kg. Previamente estos animales

fueron canulados en la arteria caudal de la cola para la obtencién de las muestras.

c) Relacion entre la farmacocinética y el efecto antihiperalgésico del ketoprofeno.

Tres grupos tratados de la misma manera que en el punto anterior, pero previo a
la administracién del ketoprofeno se les administré carragenina tal como se indica
en el inciso a). Se les midi6 el tiempo de latencia en el modelo de estimulacién
térmica de retiro de la pata e inmediatamente después se les tomd una muestra de

sangre.

d) Modelo de retiro de la pata por estimulacion térmica

Para evaluar la hiperalgesia térmica en las ratas, se utilizé el estimulador térmico
de retiro de la pata descrito previamente por Dirig y cols. (1997). El equipo consta
de una superficie de vidrio sobre la cual fueron colocadas las ratas de manera
individual en cubiculos Plexiglass. Dicha superficie se mantuvo a una temperatura
de 30 + 0.1°C. El estimulo térmico es originado de un foco que se encuentra
montado sobre un brazo mecanico por medio del cual el haz luminoso puede ser
dirigido con mayor facilidad hacia la zona de la pata de la rata ya que puede ser
manipulado en dos dimensiones. Ademas, cuenta con un pequefo espejo para
facilitar la colocacion justa del haz luminoso. El foco se coloca debajo de la pata
trasera derecha del animal. El estimulo térmico, de 5.5 amperios, produce una
temperatura inicial de 30°C e incrementa rapidamente hasta alcanzar los 42.5°C a

los doce segundos aproximadamente. Al mismo tiempo que se inicia el estimulo
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térmico, es decir al encender el foco, se activa un cronémetro. En el momento que
la rata sienta el estimulo y retire su pata de él, automaticamente el estimulo y el
cronometro se detienen por medio de sensores de movimiento. El tiempo
transcurrido desde el inicio del estimulo hasta que el animal retira la pata, se le
llama tiempo de latencia. En todos los casos, el tiempo maximo de exposicion al
estimulo fue de 20 segundos, al cual automaticamente se apaga el foco.
Previamente, las ratas fueron ambientadas en el equipo al colocarlas por espacio
de 30 minutos en los cubiculos individuales, esto con el fin de evitar variaciones en
la medicion de la latencia originadas por estrés.

La evaluacion del efecto antihiperalgésico fue llevada a cabo inmediatamente
antes de la administracion del farmaco y de la carragenina (tiempo cero) y cada 30
minutos, hasta completar 6 horas después de la administracién. La administracion
de la carragenina se llevd a cabo en todos los casos 5 minutos antes de la
administracion del ketoprofeno.

Al finalizar los experimentos las ratas fueron sacrificadas en una camara saturada

con CO..

e) Analisis de los datos de la evaluacion del efecto antihiperalgésico.

Los datos se expresaron como el promedio del tiempo de latencia para cada grupo
experimental (n=6) de los diferentes grupos + el error estandar. Se realizaron
curvas de latencia contra tiempo para cada grupo. Posteriormente se aplico la

siguiente férmula para determinar el % del efecto antihiperalgésico observado.
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EAH (%) = [ (TLk - TL¢) / (TLs-TL¢) ] 100

Donde:

TLk: Tiempo de latencia observado en ratas tratadas con ketoprofeno, previa
administracion de carragenina, al tiempo t.

TLc: Tiempo de latencia observado en ratas tratadas con ketoprofeno, previa
administracion de carragenina, al tiempo t.

TLs: Tiempo de latencia observado en ratas control, tratadas  solamente  con
solucioén salina sin carragenina, al tiempo ¢ .

Con los resultados obtenidos, se realizaron graficas del %EAH versus dosis
empleada y se obtuvieron el efecto maximo observado (Emaxobs), €l tiempo al que
se alcanzo el Emaxobs (TeEmaxobs), Y €l area bajo la curva del %EAH (ABCeq,ean) por

el método de los trapezoides.

f) Montaje y validacion de un método cromatografico para la determinacién de
ketoprofeno en micromuestras de sangre de rata

Previo al analisis de muestras provenientes de las ratas que participaron en los
experimentos, se desarrollé un método analitico por medio del cual el ketoprofeno
fue determinado utilizando un sistema de cromatografia de liquidos de alta
resolucion. El método analitico fue previamente validado, es decir, cumplid con la

evaluacion de los parametros de selectividad, linealidad, exactitud y precision.
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g) Método de semipurificacion de muestras para la obtencion de ketoprofeno en
sangre de rata.

En viales Eppendorf de 2 ml, se colocaron 100 ul de sangre (ya sea sangre libre
de farmacos, sangre a la que se le afiadieron concentraciones conocidas de KP o
muestras provenientes de las ratas que recibieron el ketoprofeno). Se le adicion6
40 pl de acido perclorico al 70% para precipitar proteinas y se agitd en vortex a
maxima velocidad por 1 minuto. Se centrifugd a 10000 rpm durante 5 min. Del

sobrenadante se tomaronn 50 pul y se inyectaron al sistema cromatografico.

i) Condiciones cromatograficas utilizadas para la determinacion del ketoprofeno

El sistema cromatografico fue marca Waters (Waters y Assoc. Milford, MA; EUA),
constd de una bomba modelo 1515, un inyector modelo 7725, un detector de
absorbencia modelo 2487 y un sistema de manejo de datos Breeze. La separacion
de los compuestos se realizé en una columna Symmetry C4g de 15 cm de longitud
x 3.9 mm de diametro interno y un tamafno de particula de 5 ym. La fase movil
empleada fue una mezcla de acetonitrilo — solucion de fosfato monobasico de
potasio 0.1 M, ajustado a un pH de 3.5 con acido acético en proporciones 48:52
(v/v)). El flujo se mantuvo constante a 1 ml/min y la deteccidn de los compuestos

se llevd a cabo por absorbencia UV a una longitud de onda de 260 nm.
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j). Obtencion de muestras sanguineas

La obtencion de las muestras sanguineas para determinar ketoprofeno en sangre

de rata se llevo a cabo de la manera como se muestra en la figura 8.

Ratas Wistar hembra (180-220 g)

A 4

Ayuno 12 h

A\ 4
Anestesiar con éter

Y

Canular en la arteria caudal de la cola

A 4
Recuperacion del animal tras la anestesia

A 4
Tomar la muestra del tiempo cero

A 4

Administrar el ketoprofeno via oral

A 4

Tomar de 100 a 200 pl de sangre a los tiempos:
0.25,0.5,0.75,1.0,1.5,2.0,3,4,6,12y
24 horas posteriores a la administracién

Recibir la sangre en viales Eppendorf que contienen 20 ul de
una solucién de EDTA al 5% como anticoagulante

Agitar en vortex y almacenar las muestras en
congelador a -40°C hasta su analisis

Figura 8. Metodologia para la obtencién de muestras sanguineas en ratas.
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j) Validacion del método analitico
1. Selectividad
Para que el método sea “selectivo”, éste debe demostrar que en la matriz biolégica

(sangre) no aparecen compuestos que puedan interferir con la correcta
cuantificacion del ketoprofeno. Por lo tanto se analizaron tres muestras de sangre
provenientes de distintos animales que estuvieron sometidos a las mismas
condiciones en las que estarian los animales de experimentacién. En dado caso
de que apareciera el pico de algun compuesto desconocido, las condiciones
cromatograficas se modificaran (proporciones de la fase movil) para eliminar este
obstaculo. En cambio, si no aparecen interferencias, entonces se procede a

evaluar la linealidad del método.

2. Intervalo de calibracion
Para determinarlo, se administré una dosis de 1 mg/kg a una rata y se obtuvieron
muestras sanguineas a diferentes tiempos y se establecieron que concentraciones

se obtienen a esta dosis y se extrapolé a dosis mayores.

3. Linealidad del método

Se determind preparando seis curvas de calibracion independientes en sangre de
rata libre del farmaco y sometiéndolas al proceso de semipurificacion ya descrito
anteriormente. Las seis curvas se prepararon por sextuplicado el mismo dia. Para
cada una de las curvas se determiné el coeficiente de correlacion (r), la pendiente
(m) y la interseccion (b). La linealidad del método se acepta solo si r es igual o

mayor a 0.990 en todas las curvas de calibracién, ademas, durante el analisis de
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las muestras provenientes de ratas del experimento farmacocinético, esta premisa

debe ser cumplida igualmente.

4. Exactitud y Precision

Se evaluaron en las curvas de calibracion empleadas en la linealidad del método.
Pero, ademas, también se evaluaron a los controles de calidad, o sea, a las
concentraciones baja, intermedia y alta en un mismo dia (seis determinaciones) y
en tres dias consecutivos (duplicado por dia). Estos parametros son satisfactorios
si se encuentran dentro de los rangos permitidos para estudios farmacocinéticos

(85-115%).

Limite de cuantificacion.

El limite de cuantificacion es la concentracion minima que es cuantificada con

exactitud y precision aceptables.
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5. RESULTADOS

5.1. DETERMINAQION DEL EFECTO ANTIHIPERALGESICO EN EL MODELO
DE ESTIMULACION TERMICA DE RETIRO DE LA PATA. EABORACION DE

LA CURVA DOSIS-RESPUESTA

Para evaluar el efecto hiperalgésico provocado por la carragenina en la pata
trasera de la rata empleando el modelo de estimulacion térmica de retiro de la
pata, se administré 50 pl de una solucion de carragenina (10 mg/ml) en el cojinete
plantar via subcutanea. La figura 9 describe el curso temporal de los tiempos de

latencia observados para los grupos control (solucién salina y solucién de

carragenina).

LATENCIA (seg)
® N >

N

0 60 120 180 240 300 360
TIEMPO (min)

—@— Carragenina
—O~ Sol Salina

Figura 9. Tiempos de latencia de grupos control. Se muestra el curso temporal de la latencia tras la
aplicacién intraplantar de solucién salina y carragenina. El efecto hiperalgésico de la carragenina
se manifiesta como la disminucién en el tiempo de latencia (n=18).
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Para evaluar el efecto antihiperalgésico del ketoprofeno en el modelo de
estimulacion térmica de retiro de la pata en ratas se emplearon las dosis de 0.32,
1.0, 3.2, 10 y 32 mg/kg, y se obtuvieron los cursos temporales del efecto

antihiperalgésico para cada una de las dosis probadas.

La figura 10 describe los cursos temporales de los tiempos de latencia observados

para los grupos tratados con ketoprofeno.

-
»

-
N

LATENCIA (seg)
B (o]

0 i

0 60 120 180 240 300 360

-@- KP0.32 mg/kg TIEMPO (mln)

-O- KP 1 mgkg

—W— KP 3.2mglkg
—/- KP 10 mg/kg
—l- KP 32 mg/kg

Figura 10. Tiempos de latencia para ketoprofeno. Se muestra el curso temporal de la latencia para
los diferentes grupos que recibieron carragenina (50 pl) via s.c. y diferentes dosis de ketoprofeno
p.o. Cada punto representa el promedio de al menos seis ratas por grupo + el error estandar.
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Posteriormente se obtuvieron los porcentajes de efecto antihiperalgésico (EAH) y
se elabord una grafica de EAH (%) en funcion del tiempo. En la figura 11 se puede

apreciar la grafica obtenida.

0 60 120 180 240 300 360

TIEMPO (min)

—&— KP 0.32 mg/kg
—O— KP 1 mg/kg
—w— KP 3.2 mg/kg
—v— KP 10 mg/kg
—— KP 32 mg/kg

Figura 11. Cursos temporales del efecto antihiperalgésico obtenido con la administracion de
ketoprofeno p.o. a distintas dosis, previa administracién de carragenina s.c. en el cojinete plantar.
Cada punto representa el promedio de al menos seis ratas + el error estandar.

En funcién de los resultados obtenidos al hacer la transformacion de tiempos de
latencia a porcentaje de efecto antihiperalgésico, se calcularon los parametros

farmacodinamicos, los cuales se muestran en la Tabla 2.
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Pardmetro Dosis (mg/kg)
0.32 1.0 3.2 10.0 32.0
Emax Obs
(%)
tee 31.83+11.1 78.76 £ 4.6 84.85+6.38 | 97.16 £ 10.6 98.64 £ 5.4
TEmax (h) t
e.e 0.5%£0.0 0.5%£0.0 0.5%£0.0 0.5%£0.0 0.5%£0.0
ABCegopst | 1901.05 £ 10789.4 19312.01 26084.7 26354.25
e.e 56.7 41041 306.7 318.2 285.71

Tabla 2. Parametros farmacodindmicos obtenidos para el efecto antihiperalgésico del ketoprofeno

en el modelo de estimulacion térmica de retiro de la pata. Cada resultado es el promedio de al

menos seis determinaciones = el error estandar.

Posteriormente se grafico el area bajo la curva del %EAH en funcién del logaritmo
de la dosis. En la figura 12 se puede apreciar la formacién de la sigmoidal

caracteristica de una curva dosis-respuesta. El Emax del ABC calculado fue de

27029.85 + 1263.39 y la DEs fue de 1.47 £ 0.21 mg/kg
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Figura 12. Curva dosis-respuesta de ketoprofeno, considerando la relacién de area bajo la curva
del efecto antihiperalgésico.

5.2. VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION DE
KETOPROFENO EN MICROMUESTRAS SANGUINEAS DE RATA

5.2.1 SELECTIVIDAD

En la figura 13 se muestran los cromatogramas tipicos obtenidos tras la inyeccion
de extractos sanguineos al sistema cromatografico de: sangre libre de ketoprofeno
(parte superior); sangre adicionada con un estandar de ketoprofeno (7.5 pg/ml)
(parte media); y sangre obtenida de una rata después de la administracion oral de
3.2 mg/kg de ketoprofeno (parte inferior). El tiempo de retencion (TR) para el
ketoprofeno fue de 3.5 min aproximadamente. Se puede apreciar que no aparecen
picos de sustancias endoégenas que puedan interferir con la determinacién de

ketoprofeno.
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Figura 13. Cromatogramas tipicos obtenidos tras |a inyeccion de extractos sanguineos de rata al

sistema cromatografico.
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5.2.2 LINEALIDAD DEL METODO

En la figura 14 se muestra la curva de calibracion del método analitico para
determinar el ketoprofeno en sangre de rata en el rango de concentraciones de 0.1
a 15 pg/ml. Ademas se muestra la ecuacién de la recta promedio y el coeficiente

de correlacion obtenido.

20000 -

15000 H

y = 1200.8 + 52.709
r=0.9997

10000 H

5000 -

Respuesta (Altura del pico)

0 3 6 9 12 15
Concentracion (ug/ml)

Figura 14. Curva de calibracién del método analitico para la determinacion de ketoprofeno en
sangre de rata. Cada punto representa el promedio * el error estdndar de al menos seis
determinaciones por cada nivel de concentracion.

5.2.3 PRECISION Y EXACTITUD DEL METODO

En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos al evaluar la precision y
exactitud del método analitico intra e interdia a tres niveles de concentracion: 0.5,
20 y 12 pg/ml, correspondientes a concentracion baja, media y alta,

respectivamente.
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Precision y Exactitud Intradia
Conc. Conc.
Tedrica Medida Exactitud C.v.
(nug/ml) (ug/ml) £ e.e. (%) (%)
0.5 0.51 £0.03 102.3 13.5
2.0 1.99 + 0.07 99.6 9.1
12.0 11.76 £ 0.31 98.0 6.5
Precision y Exactitud Interdias
0.5 0.52 £ 0.02 103.0 8.3
2.0 2.02£0.08 101.0 9.8
12.0 11.9+0.2 99.6 5.1

Tabla 3. Precision y exactitud intra e interdias del el método analitico. La concentracién medida
representa el promedio de seis determinaciones para cada nivel * el error estandar.

5.3. EVALUACION DE LA FARMACOCINETICA DEL KETOPROFENO EN
RATAS

En la figura 15 se muestran los cursos temporales de las concentraciones
sanguineas promedio del ketoprofeno en la rata después de la administracion de
dosis orales de 1, 3.2 y 10 mg/kg p.o. En todos los casos se observo una rapida
absorcion, alcanzando la Cpax promedio de 1.30, 3.21 y 11.54 ug/ml en 0.29, 0.29

y 0.25 horas, respectivamente. Posteriormente a la Cpax, las concentraciones
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sanguineas decaen significativamente obteniendo una vida media terminal de
alrededor de 7.38 a 8.90 horas. En la Tabla 4 se observan los parametros

farmacocinéticas obtenidos con las diferentes dosis.

14 1

12 A

10 - —— KP 1 mglkg

—O— KP 3.2 mg/kg
8 4 —w— KP 10 mg/kg

CONCENTRACION (ug/ml)

0_ hd -G

0 4 8 12 16 20 24
TIEMPO (horas)

Figura 15. Curso temporal de las concentraciones sanguineas de ketoprofeno en sangre de rata
tras la administracion de 1.0, 3.2 y 10 mg/kg p.o. Los datos se expresan como el promedio de al
menos seis determinaciones + el error estandar.
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DOSIS (mglkg) 1.0 3.2 10
Cmax + e.e.(ug/ml)|  1.30 +0.05 3.21+0.46 11.54 +0.79
Tmax  e.e (h) 0.29 + 0.04 0.29 + 0.04 0.25 + 0.00
ABC te.e 11.10 + 1.46 27.39 + 6.82 69.99 + 6.28
(ug h/ml)
t% tee (h) 7.80+1.2 7.38 £ 0.48 8.90 + 0.79

Tabla 4. Parametros farmacocinéticas obtenidos después de la administracion de diferentes dosis
de ketoprofeno p.o. en ratas. Los datos representan el promedio de seis determinaciones * el error
estandar.

5.4. RELACION ENTRE LAS CONCENTRACIONES SANGUINEAS Y EL
EFECTO ANTIHIPERALGESICO DEL KETOPROFENO

Se determinaron los tiempos de latencia y se tomaron muestras de sangre
inmediatamente después en grupos tratados con ketoprofeno a dosis de 1.0, 3.2y
10 mg/kg p.o. A los 15y 30 minutos fueron los dos primeros tiempos de muestreo.
Posteriormente cada 30 minutos hasta completar los 360 minutos. En la figura 16
se muestran las concentraciones sanguineas de ketoprofeno y los porcentajes de
efecto antihiperalgésico obtenidos en funcion del tiempo a dosis de 1.0, 3.2 y 10
mg/kg p.o. En los tres grupos se observé la rapida absorcion de ketoprofeno,

donde la Cnax se alcanzé alrededor de los 15 minutos, mientras que el Temax
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observado fue igualmente alrededor de los 15 minutos tal como se sefald

anteriormente.

14

12

—o— KP 1 mg/kg
—O— KP 3.2 mg/kg
8 A —v— KP 10 mg/kg

CONCENTRACION (ug/ml)

0 60 120 180 240 300 360
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120 -

100 -

80 1

60 A

EAH (%)

40 -

20

0 60 120 180 240 300 360
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Figura 16. Cursos temporales de las concentraciones sanguineas del ketoprofeno (parte superior)
y el efecto antihiperalgésico observado (parte inferior), en funcién del tiempo. Cada punto
representa el promedio de seis determinaciones + el error estandar.
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Posteriormente, para establecer si existe algun tipo de relacion entre el efecto
antihiperalgésico con respecto a las concentraciones sanguineas del ketoprofeno,
se elabor6 una grafica donde se relacionan ambas graficas. La figura 17 muestra

la grafica obtenida.

100 ~

~
(O)

ANTIHIPERALGESIA (%)
3 g

o

0 3 6 9 12
KETOPROFEN (pg/ml)

Figura 17. Relacion entre el efecto antihiperalgésico (%) y la concentracién sanguinea en el
modelo de estimulacion térmica de retiro de la pata en ratas. Cada punto representa el promedio
de seis determinaciones. Los errores estandar fueron omitidos por claridad.

Como se puede observar en la figura 17, existe una relacién del tipo directa entre
el % de efecto antihiperalgésico y las concentraciones sanguineas del
ketoprofeno. La ecuacion que mejor ajusto para la descripcion de esta relacion fue

el modelo del efecto maximo:
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Emax - C

CEsg - C

Los valores de Emax y CEsg fueron calculados con el programa WinNonlin
Professional. En la Tabla 5 se muestran los parametros farmacodinamicos

calculados.

Parametro Valor calculado * e.e.
Emax (%) 99.01 £+ 7.21
CEsp (ug/ml) 149+ 0.21
r= 0.85

Tabla 5. Pardmetros farmacodinamicos calculados en la relacién concentracion — efecto del
ketoprofeno en el modelo de estimulacion térmica de retiro de la pata en ratas.

Sustituyendo estos valores en la ecuacion del efecto maximo, obtenemos la

siguiente ecuacion:

99.01 - C

149 - C
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6. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

6.1 EFECTO ANTIHIPERLAGESICO DEL KETOPROFENO

Esta bien demostrado que el ketoprofeno produce efecto antinociceptivo y
antiinflamatorio en diversos modelos experimentales en animales (Turek y cols.,
1988 ; Sunshine y cols., 1988; Landoni y cols., 1995; Herrero y cols., 1997; Ghezzi
y cols., 1998; Lopez y cols., 1998; Arifah y cols., 2001: Diaz-Reval y cols., 2002;
Lees y cols., 2003), asi como en la terapéutica clinica en humanos (Willer y cols.,
1989; Dib y cols., 2002; Leman y cols., 2003; Wnek y cols., 2004; Mazieres y cols.,
2005). En este estudio se observo que el ketoprofeno fue capaz de producir efecto
antihiperalgésico en el modelo de estimulacion térmica de retiro de la pata en
ratas. Dicho efecto fue dosis-dependiente. Con estos datos obtenidos se refuerzan
las observaciones realizadas previamente por otros autores en las que sefalan
que los AINEs son capaces de disminuir la hiperalgesia térmica.

En el caso particular del ketoprofeno el efecto antihiperalgésico que presenta se
puede deber principalmente a la inhibicion no selectiva de la COX vy
consecuentemente de la produccion de PGs, ya que cdmo se menciond
anteriormente, durante la aparicion y desarrollo de la hiperalgesia las PGs
contribuyen en gran medida a la aparicion y mantenimiento de este fendmeno. Sin
embargo, otros mecanismos de accién no deben ser descartados.

De los datos obtenidos en la caracterizacion de la curva dosis respuesta, se
observo que a partir de la dosis de 1 mg/kg de KP administrado via oral, el %EAH
es considerable, llegando casi al 100% con la dosis de 10 mg/kg, y éste ya no

aumento la dosis de 32 mg/kg. El efecto maximo observado fue de 98.64%,
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mientras que la DEsy calculada fue de 1.47 mg/kg. En ese sentido, en otros
modelos de dolor se han reportado valores del efecto maximo y de la DEsg
similares al reportado en este estudio. Por ejemplo, Julou y cols. (1976),
reportaron una DEsg de 2.4 mg/kg para la prueba de presion de la pata de la rata
(modelo Randall-Selitto), y para el modelo de contorsiones abdominales en
ratones (inyeccién intraperitoneal de fenilbenzoquinona) fue de 2.3 mg/kg. Por otro
lado, Kido y cols. (1998) evaluaron la actividad analgésica del ketoprofeno en el
modelo Randall-Selitto, reportando una DEsy de 1.03 mg/kg. Mientras que Diaz-
Reval y cols. (2001), reportaron una DEsy de 7.2 mg/kg para el efecto
antinociceptivo del ketoprofeno en el modelo de dolor PIFIR.

También se ha reportado que el ketoprofeno es efectivo en procesos inflamatorios,
en ese sentido, Julou y cols. (1976), reportaron una DEsy de 1.0 mg/kg en el
modelo de absceso por carragenina; mientras que Kido y cols. (1998), reportaron
para el modelo de edema por carragenina una Dl de 1.60 mg/kg. La actividad
antipirética del ketoprofeno también ha sido evaluada. Cabré y cols. (1998),
evaluaron el efecto antipirético del S (+) ketoprofeno, encontrando una DEsy de 1.6
mg/kg; mientras que Kido y cols. (1998) reportaron una Dlsy de 3.04 mg/kg para
ketoprofeno (rac).

Con estos datos se aprecia una considerable potencia del ketoprofeno como
farmaco analgésico, antiinflamatorio y antipirético. Salvo en el caso del modelo
PIFIR (Diaz-Reval y cols. 1998), la DEsy reportada es muy diferente a nuestro
estudio y a otros reportes. Esto se puede deber quizas al tipo de dolor evaluado.
Tal vez para ese modelo son necesarias dosis mayores ya que el dolor provocado

podria ser mas intenso.
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6.2 VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION DE
KETOPROFENO EN SANGRE DE RATA

Una vez que se determinaron las dosis a las cuales el ketoprofeno produce un
EAH considerable, se procedié a desarrollar y validar un método analitico para la
semipurificacion de muestras sanguineas de rata y determinar asi las
concentraciones de ketoprofeno. Debido a que las referencias bibliograficas
relacionadas con la determinacién de este farmaco son escasas y a que en los
ultimos afios se ha dedicado en gran medida a la determinacion de los
enantidmeros de ketoprofeno. Algunos autores han determinado el ketoprofeno
empleando métodos complejos, los cuales incluyen solventes organicos para la
separacion de fases y procesos de evaporacion (Lépez y cols., 1998; Dionnea y
cols., 1999; Radwan, 2000; Kokki y cols., 2003).

Nosotros desarrollamos y validamos un método que resulté ser rapido, sencillo y
confiable. EI método demostré ser selectivo tal como se pudo apreciar en los
cromatogramas tipicos. Ademas, fue lineal en el rango de concentracion empleado
(0.1 a 15 pg/ml). La precision y exactitud intradia e interdias evaluadas cumplen
satisfactoriamente con los criterios de aceptacion y el limite de cuantificacion (0.1
Mg/ml) cumplié con los limites de aceptacion de exactitud y precisidén establecidos
de + 20 %. Por lo tanto, la validacién del método analitico cumple con los criterios

establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998.

Una de las ventajas que ofrece este método fue el volumen pequefio de muestra
biolégica necesario para cuantificar ketoprofeno en sangre de rata. Ademas,

solamente se requiere acido perclérico al 70% para precipitar las proteinas, se
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centrifuga y se inyecta una alicuota de 50 pl del sobrenadante. EI TR del
ketoprofeno fue muy corto, 3.5 min. aproximadamente. Esto hace que nuestro
meétodo sea sencillo y rapido en comparacion con otros que se han reportado. En
ese sentido, Ballerini y cols. (1978) reportaron un método para determinar
ketoprofeno en plasma humano o de rata utilizando 1 ml de muestra y con etanol
precipitaban proteinas, centrifugaban y evaporaban para posteriormente
reconstituir con un buffer, agitar 20 minutos vy filtrar con un filtro de membrana.
Satterwhite y Boudinot (1988) reportaron un método para la cuantificacion de
ketoprofeno en plasma de rata utilizando 100 uyl de muestra y posteriormente
acidificando la muestra. Ademas de utilizar éter dietilico y agitar en vortex por 15
minutos a baja velocidad para después centrifugar, separar fases y llevar a cabo
un proceso de evaporacién. Radwan (2000) reporté un método para cuantificar
ketoprofeno y diclofenaco simultdneamente en plasma de rata utilizando 200 ul de
muestra y acetonitrilo para precipitar proteinas, centrifugd, separé fases y
posteriormente evapord. De acuerdo con estos reportes, nuestro método ofrece
mas ventajas ya que resulta ser mas sencillo, mas rapido y por consiguiente,

econdémico.

6.3 FARMACOCINETICA DEL KETOPROFENO EN RATAS

Se evalué la farmacocinética del ketoprofeno por 24 horas con las dosis de 1, 3.2
y 10 mg/kg. Existen reportes escasos en los que se haya evaluado la
farmacocinética del ketoprofeno en forma racémica tras una administracion oral en
ratas. En nuestro estudio se observé un incremento proporcional en la Cpax Y €l

ABC con las diferentes dosis utilizadas. Se pudo apreciar que el ketoprofeno se
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absorbe rapidamente alcanzando una Cpax alrededor de los 15 minutos y
posteriormente las concentraciones sanguineas decaen en funcion del curso
temporal. Los parametros farmacocinéticos reportados en este estudio son
similares a los que sefala Julou y cols. (1976) reportados para una dosis de 1
mg/kg.

Por otra parte, Radwan (2000) evalu6 la farmacocinética del ketoprofeno con una
dosis de 1 mg/kg por un periodo de 8 horas, sus resultados difieren con los
nuestros en cuanto a la tnax observada ya que en su reporte se muestra una tmax a
las 2 horas. Esto podria deberse a que su primer tiempo de muestreo fue a los 30
minutos eliminando con esto un muestreo a los 15 minutos que al parecer es el
tmax promedio en ratas (Veys, 1991). Desafortunadamente, Radwan no reporté la
vida media del ketoprofeno en su estudio, que resultaria interesante comparar con
la reportada por nosotros. De acuerdo a la bibliografia, en humanos la vida media
del ketoprofeno es relativamente corta, aproximadamente de 1 a 2 horas tras una
administracion oral de 100 mg. También se ha reportado que en humanos la Cpax
y la tmax promedio son de alrededor de 10.1 a 12.5 pg/ml y de 1 a 2.5 horas, al
administrar una dosis de 100 mg/ via oral, respectivamente (Fossgreen, 1976;
Ishizaki y cols., 1980). Por otro lado, Satterwhite y Boudinot (1992) reportaron un
estudio farmacocinético de ketoprofeno administrado via intravenosa en ratas
macho jovenes y longevas a dosis de 2.5 y 10 mg/kg. Ellos no encontraron
diferencias significativas de la farmacocinética del ketoprofeno basandose en las
concentraciones totales de plasma entre los dos grupos. También reportaron que

la farmacocinética del ketoprofeno se comporta de manera dosis dependiente,
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aunque solo probaron con dos dosis. La vida media que reportan esta entre 9.5y
12.8 horas para los dos grupos.

En nuestro estudio, observamos que existe un incremento de la Cnax y del ABC
proporcional con respecto a la dosis administrada, ademas, la vida media no se
vio modificada significativamente. Esto nos indica que en este rango de dosis el
ketoprofeno muestra una cinética lineal en la rata. Ademas, la vida media
encontrada en las tres dosis se mantuvo entre 7.8 a 8.9 horas, es decir, no se

modificé considerablemente al aumentar la dosis administrada.

6.4 RELACION ENTRE LAS CONCENTRACIONES SANGUINEAS Y EL
EFECTO ANTIHIPERALGESICO DEL KETOPROFENO

Existe un conocimiento limitado de la relacion farmacocinética - farmacodinamica
de los analgésicos en el ser humano (Inturrisi y cols, 1990; Suri y cols., 1997).
Esto se puede deber en gran medida a que la evaluacion del dolor es siempre
subjetiva y esta condicionada por experiencias previas (Maciewickz y Martin,
1991). Por otro lado, en el caso de los modelos animales ofrecen ser mas
objetivos. La relacién concentracion — efecto puede ser descrita por modelos
farmacodinamicos relativamente simples, como en los que se encuentra una
relacion del tipo directa. En estos casos es posible utilizar el modelo del efecto
maximo o el modelo sigmoidal (Venitz, 1995; Bellisant y cols., 1998). Sin embargo,
también es posible no encontrar una relacién directa, es entonces que se hace
necesario la aplicacion de modelos mas complejos para tratar de explicar el
retraso de la aparicién del efecto con respecto a las concentraciones sanguineas

del farmaco. En el caso de los AINEs existen algunos reportes en los que si se ha

60



podido establecer una relacion directa para este tipo de farmacos. Granados y
cols. (1992) reportaron una relacién directa entre las concentraciones plasmaticas
del paracetamol y su efecto analgésico en ratas utilizando el modelo de dolor
PIFIR. Dicha relacién se ajusté bien a la ecuacion del modelo sigmoidal. Asi
mismo, Granados y cols. (1995), utilizando este mismo modelo, encontraron una
relacion directa del ketorolac, la cual se describe bien por la ecuacion del modelo
sigmoidal. Por otro lado, también se ha dado el caso de modelos FC-FD de
relacion indirecta en AINEs. En ese sentido, Torres-Lopez y cols. (1997),
reportaron una relacién indirecta entre las concentraciones sanguineas y el efecto
antinociceptivo del diclofenac en ratas utilizando el modelo PIFIR. Flores Murrieta
y cols. (1998) reportaron un modelo de relacion indirecta entre el efecto
antinociceptivo y las concentraciones sanguineas del tolmetin en ratas.

En el caso particular del ketoprofeno, se han reportado varios estudios para el
establecimiento de modelos FC-FD en distintas especies de animales. Landoni y
cols. (1995) evaluaron las propiedades antiinflamatorias del ketoprofeno en
becerros. Utilizando un modelo de inflamacion aguda y determinando las
concentraciones plasmaticas de los enantiomeros del ketoprofeno en plasma y
exudado después de la administracién i.v. de 3 mg/kg de ketoprofeno (rac) y
evaluando el efecto de los enantiomeros sobre el tromboxano sérico (TxBy), y
sobre la PGE,, el LTB4 y la B-glucoronidasa en el exudado, encontraron una
relacion directa entre las concentraciones plasmaticas del S (+)ketoprofeno y la
inhibicion de las sustancias mencionadas la cual se ajusté al modelo del efecto
maximo. El efecto maximo observado estuvo entre 86.18 y 102.86% para todos los

efectos evaluados y la Clsy para PGE; fue de 0.086 ug/ml para ketoprofeno (rac) y
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de 0.042 pg/ml para S(+) ketoprofeno. Posteriormente (1996), este mismo grupo
de investigadores evaluaron la relacion FC-FD del ketoprofeno en caballos. El
modelo experimental fue el mismo; encontrando también una relacién directa
ajustada al modelo del efecto maximo. Los valores del Emax observado para la
inhibicion de PGE; fue de 100 % para ketoprofeno (rac) y de 94 % para S
(+)ketoprofeno; mientras que la Clsg para ketoprofeno (rac) fue de 0.057 ug/ml y
0.033 ug/ml para S (+) ketoprofeno. Por otra parte, Arifah y cols. (2001) llevaron a
cabo un estudio utilizando el modelo de inflamacion aguda en ovejas y midieron
los niveles de TxB,, y PGE; en exudado, administrando 3 mg/kg de ketoprofeno
(rac), 1.5 mg/kg S (+)ketoprofeno y 1.5 mg/kg de R (-) ketoprofeno; todos por
administracion i.v. También determinaron ketoprofeno (rac) y sus enantiomeros en
plasma y en el exudado, encontrando un buen ajuste al modelo del efecto maximo
al relacionar las concentraciones plasmaticas con respecto a la inhibicién de los
mediadores de la inflamacion en el exudado; excepto para el R (-) ketoprofeno ya
que en ovejas sufre una bioinversion al S (+)ketoprofeno. EI Emax observado
estuvo entre 110 y 155%. Mientras que la CI50 de la PGE; fue de 0.0065 pg/mi
para el ketoprofeno (rac) y 0.019 para el S (+) ketoprofeno. Posteriormente, Arifah
y cols., (2003) realizaron otro estudio idéntico solo que en esta ocasion utilizaron
cabras. La relacion encontrada entre las concentraciones plasmaticas del
ketoprofeno y la inhibicion de los mediadores quimicos de la inflamacién en el
exudado también se pudo ajustar al modelo del efecto maximo. Se encontrd un
Emax entre 94 y 110% vy la Clsp para PGE; fue de 0.039 ug/ml para ketoprofeno

(rac) y 0.003 pug/ml para S (+) KP.
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Desafortunadamente, en estos reportes no existen graficas que relacionen el
efecto inhibitorio en funcién de las concentraciones plasmaticas del KP, lo cual
hubiera sido de gran interés para dar mayor sustento de la dilucidacién del
modelo. En estos reportes se pudo observar que las CEsg que encontraron para
ketoprofeno y sus enantidmeros en estos modelos de inhibicion de mediadores
fueron valores muy pequenos. No se midi6 el efecto analgésico o antiinflamatorio
de ketoprofeno, aunque es obvio entender en medida de los conocimientos que se
tienen, que al propiciar la inhibicion de la sintesis de PGs y TxB,, el dolor y la
inflamacion disminuyen. Sin embargo, esa disminuciéon no es de alguna manera
medible en este tipo de experimentos. La percepcion propia del dolor en el animal,
involucra toda una cascada de eventos y no solo depende de PGs y TxB5; de tal
manera que quiza los valores son pequefios debido que solo se midié la inhibicion
de estos dos tipos de mediadores participantes en procesos inflamatorios.

Nosotros evaluamos la relacion concentracion — efecto antihiperalgésico del
ketoprofeno utilizando el modelo de estimulacion térmica de retiro de la pata, del
cual hasta el momento no existen reportes donde se utilice este modelo
experimental de dolor para el establecimiento de un modelo FC-FD. El modelo de
estimulacion térmica de retiro de la pata resulté ser un dispositivo adecuado para
establecer un modelo de relaciéon FC-FD, que en este caso es la evaluacién de la
disminucion de la hiperalgesia provocada por la administracion intraplantar de
carragenina y la posterior administracion de ketoprofeno. Se pudo observar que
tanto las concentraciones sanguineas como el %EAH observado se incrementaron
conforme se aumentd la dosis administrada. Resulté interesante que tanto la

Cmax y el Emax observado se alcanzaron alrededor del mismo tiempo (0.25 h) y
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tanto las concentraciones como el efecto permanecen significativos en funcion del
tiempo. Esto nos indica un comportamiento paralelo entre la concentracion y el
efecto. De tal modo que cuando se graficé el %EAH en funcidn de las
concentraciones se observo una relacion directa y se pudo ajustar al modelo
farmacodinamico del efecto maximo, en el cual se obtuvo un Emax calculado de
99% y una CEsp de 1.49 pg/ml. El hecho de haber encontrado una relacion directa
entre concentracion - %EAH, nos puede indicar que existe un equilibrio muy rapido
entre la concentracion del ketoprofeno en sangre y su concentracién en el sitio
efector. EL mecanismo de accién mas importante, mas no el unico, es la inhibicion
de la sintesis de PGs. Esta bien establecido que éstas juegan un papel muy
importante en la aparicion y desarrollo de este fendmeno y que los AINEs son
efectivos en condiciones de hiperalgesia relacionada con la inflamacién (Ferreira,
1979).

Los resultados aqui obtenidos muestran que el efecto antihiperalgésico del
ketoprofeno depende de la dosis administrada, ya que aumenta conforme se
incrementan las concentraciones sanguineas. En base a esto, se puede tratar de
establecer un mejor uso clinico de este farmaco y con ello evitar, en la medida de
lo posible, los efectos indeseables que provoca el ketoprofeno al igual que otros

AINEs.
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7. CONCLUSIONES

1. El ketoprofeno produjo un efecto antihiperalgésico en el modelo de
estimulacion térmica de retiro de la pata en ratas. El efecto observado fue
dosis dependiente. El efecto maximo se alcanz6 con la dosis de 10 mg/kg y

no cambié significativamente al aumentar la dosis.

2. El método analitico para la determinacion de ketoprofeno en micromuestras
de sangre de rata por cromatografia de liquidos de alta resolucién demostro
ser confiable. El método es selectivo, lineal, preciso y exacto en el rango de

concentraciones de 0.1 a 15 ug/ml.

3. Se evalud la farmacocinética del ketoprofeno administrado por via oral en
ratas. Demostrando una rapida absorcion en el rango de dosis estudiado.

Estos resultados coinciden de manera general con otros reportes.

4. Se caracteriz6 la relacion entre la farmacocinética y el efecto
antihiperalgésico del ketoprofeno en el modelo de estimulacion térmica de
retiro de la pata. Encontrando una relacion de tipo directa la cual se ajusté

bien al modelo del efecto maximo.
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