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RESUMEN

Diversas evidencias sugieren que la lesion medular (LM) altera la respuesta
inmune e inflamatoria, lo que se manifiesta, en una elevada predisposicion a sufrir
infecciones. Tales alteraciones pueden resultar de la falta de control cerebral a
multiples érganos y tejidos por la desconexion anatomica y funcional que produce
el daflo medular. La informacion sobre la respuesta inflamatoria periférica en
personas o animales con LM es muy escasa. Se desconoce en particular si la
respuesta inflamatoria es diferente entre extremidades paralizadas vs. integras y si
la respuesta a un anti-inflamatorio varia de acuerdo al estatus en la sefializacion
neuroldgica. Por lo que el objetivo de este trabajo fue caracterizar la influencia de
la lesion trauméatica de médula espinal (LTME) en la etapa aguda y subaguda ante
un desafio inflamatorio, asi como también determinar el efecto de dicha lesion
sobre la farmacocinética y el efecto anti-inflamatorio de la administracién de
naproxeno (NPX) por via intravenosa (IV). Para cumplir con este propoésito, se
utilizaron ratas adultas Sprague-Dawley a las cuales se le produjo una lesién
severa en la médula espinal por contusion a nivel de la region toracica baja (T9).
Posteriormente, a los uno y 15 dias después de la lesiébn se les indujo la
inflamacion mediante una inyeccion de carragenina (CRG) al 2% en el cojinete de
la pata delantera y trasera, y solucion salina como testigo. Se evaluo la respuesta
inflamatoria de 0 a 6 horas usando un pletismémetro. De la misma forma se
procedié con ratas sujetas a lesion simulada (sham). Adicionalmente, en otro
grupo de ratas empleando el mismo tipo de lesién y cirugia sham, se realiz6 un
estudio farmacocinético de NPX IV (10 mg kg?) utilizando un método analitico
basado en determinaciones plasmaticas del farmaco por HPLC. Asi mismo, se
evaluod el efecto anti-inflamatorio de dicha administracion, y de su vehiculo como
testigo, en ratas con las mismas condiciones experimentales mencionadas. Como
resultados del estudio, se observé que la LTME en su etapa aguda (1 dia posterior
a la lesion) suprime drasticamente la respuesta inflamatoria en ambas
extremidades, mientras que en la etapa subaguda (15 dias posteriores a la lesion)

la inflamacion en la extremidad superior fue re-establecida completamente y en la
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extremidad inferior se recuper6 solo un 50% con respecto a los grupos sham. Al
evaluar la farmacocinética del NPX no se observaron cambios significativos entre
los grupos que afectaran su farmacodinamia. El efecto anti-inflamatorio del NPX
no se pudo determinar en la etapa aguda debido a la ausencia de inflamacion,
mientras que en la etapa subaguda el efecto del NPX solo fue significativo en la
extremidad superior (integra). Lo anterior sugiere que la pérdida de la regulacion
neuronal después de una LM ocasiona alteraciones en la respuesta inflamatoria
periférica y en el efecto anti-inflamatorio del NPX, donde dichos cambios son
influenciados significativamente por el estado neuroldgico de la regién expuesta a

la inflamacién y por el tiempo transcurrido después de la lesion.



ABSTRACT

Spinal cord injury (SCI) alters immune and inflammatory responses, resulting
in a high predisposition to infections. It is presumed that such alterations result
from the lack of cerebral control of immune organs and tissues due to the
anatomical and functional disconnection produced by spinal cord damage.
Information on the peripheral inflammatory response in persons or animals with
SCI is scarce. In particular it is unknown if the inflammatory response is different
between paralyzed versus intact limbs and if the response to anti-inflammatory
drugs varies according to the neurological status. Therefore, the objective of this
study was to characterize the influence of acute and suacute stage SCI on paw-
induced inflammation in intact and paralyzed limbs, as well as on the
pharmacokinetics and anti-inflammatory effect of the administration of naproxen
(NPX) given intravenously (IV). For these purposes, adult Sprague-Dawley rats
were subjected to severe spinal cord contusion at low thoracic level (T9).
Subsequently, one and 15 days after injury, inflammation was induced by injection
of 2% carrageenan (CRG) in the pad paw of the fore and hindlimbs, and saline as
a control. The inflammatory response was evaluated from O to 6 hours using a
plethysmometer. Rats subject to sham-injury (sham) were used as control. In other
series of experiments, rats with the same type of lesion and sham surgery were
used for a pharmacokinetic study of NPX IV (10 mg kg') by an analytical method
based on plasma determinations of the drug by HPLC. In addition, the anti-
inflammatory effect of NPX, and of its vehicle as control, was evaluated in rats with
the same injury or sham conditions. Results: the SCI suppressed in the acute
stage (1 day post-injury) the induced inflammatory response in both limbs, while in
the subacute stage (15 days post-injury) the inflammation in the forelimb was
completely re-established and in the hindlimb only 50% was recovered with respect
to the sham groups. When evaluating the pharmacokinetics of NPX, no significant
changes were observed between the groups that affected their
pharmacodynamics. The anti-inflammatory effect of NPX could not be determined

in the acute stage due to the absence of inflammation, while in the subacute stage

Xi



the effect of NPX was only significant in forelimb (intact limbs). Our results suggest
that the loss of neuronal regulation after SCI causes alterations in the inflammatory
response and in the anti-inflammatory effect of NPX. Such alterations are
significantly influenced both by the neurological status of the exposed limbs to the

inflammatory challenge, and by the time elapsed after injury.
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1 INTRODUCCION

1.1 Generalidades del sistema nervioso

El sistema nervioso tiene dos partes, el sistema nervioso central (SNC) y el
sistema nervioso periférico (SNP). La meédula espinal junto con el cerebro
componen el SNC, que controla la mayoria de las funciones del cuerpo. EI SNP

comprende todos los otros nervios del cuerpo (Figura 1).

Los nervios periféricos y la médula espinal tienen muchas fibras nerviosas
las cuales transportan informacion entre el cerebro y las diferentes partes del
cuerpo. Esta informacion puede ser relacionada con actividades conscientes como
el movimiento y las sensaciones. Esta parte consciente del sistema nervioso, se
conoce también como sistema nervioso somatico. La parte inconsciente del
sistema nervioso se conoce como sistema nervioso autbnomo (SNA). Este
sistema esté dividido en sistema nervioso simpético, el cual estimula los érganos y
sus funciones en condiciones de estrés y excitacion, y en el sistema nervioso
parasimpatico, el cual conserva energias y recursos durante momentos de
descanso y relajacion (1). Por su importancia para nuestro estudio, detallamos

diversos aspectos del SNA en la siguiente seccion.



Figura 1. Sistema Nervioso.
El Sistema Nervioso se divide en SNC y SNP. Modificada de NINDS, 2005 (2).

1.1.1 Sistema nervioso autbnomo

El cuerpo posee un SNA, el cual controla las actividades involuntarias del
cuerpo como la presién sanguinea, la temperatura corporal y el sudor. El SNA esta
constituido por dos divisiones 0 ramas que estan anatémica y funcionalmente

diferenciadas: la parte simpatica y la parasimpatica.

Los centros de la division simpatica se hallan situados en las regiones
dorsal y lumbar de la médula espinal, mientras que los de la divisién parasimpética
se localizan en el tallo cerebral y en la region sacra de la médula. Las neuronas
preganglionares de caracter simpatico, se encuentran en el asta lateral de la
médula espinal toracica y lumbar. Las neuronas preganglionares del parasimpatico
salen del tallo cerebral junto con los nervios craneales para dirigirse a los
musculos y glandulas de la cabeza, asi como a los organos en el torax y el
abdomen. La mayoria de los 6rganos reciben innervaciones de ambas divisiones
para regular sus funciones y las respuestas frente a la estimulacién por ambos

tipos de fibras pueden ser antagonico o sinérgico (1) (Figura 4).



1.2 Anatomia de la médula espinal

La médula espinal es una estructura blanda y gelatinosa que esta protegida
por la columna vertebral. La columna vertebral estd compuesta por 33 vértebras.
Las vértebras estan alineadas una encima de otra por lo que la médula espinal se
extiende a lo largo del canal hueco creado por la unién de estos huesos. La
columna vertebral se divide en secciones y las vértebras son identificadas y
enumeradas de arriba hacia abajo de acuerdo con su ubicacion a lo largo de la

espina dorsal.

Teniendo asi las vértebras cervicales (1-7) situadas en el cuello, las
vértebras dorsales o toracicas (1-12) en la parte superior de la espalda, las
vértebras lumbares (1-5) en la parte inferior de la espalda, las vértebras sacras (1-
5) en el area de la cadera y las vértebras coccigeas (1-4) fusionadas, localizadas

en el coccix (Figura 2) (3).

La médula
espinal

Los nervios
raquideos

Figura 2. Segmentos de la columna vertebral.
Las cuatro divisiones de las vértebras y sus nervios raquideos asociados. Modificada de
NINDS, 2005 (2).



La médula espinal tiene una region central de tejido que contiene el cuerpo
de células nerviosas y esta rodeada por paquetes de fibras nerviosas largas
(axones). Los axones se extienden hacia arriba y hacia abajo de la médula
espinal, transmitiendo sefiales hacia y desde el cerebro. La dimension promedio
de la médula espinal varia en su circunferencia a lo largo de la misma. La médula
espinal se extiende hacia abajo a través de los dos tercios superiores del conducto

vertebral, desde la base del cerebro hasta la parte inferior de la espalda.

El interior de la médula espinal estd compuesto de neuronas, células gliales
(astrocitos, oligodendrocitos, microglia y células ependimarias) y vasos
sanguineos. Las neuronas y sus dendritas (prolongaciones cortas, ramificadas,
que ayudan a las neuronas a comunicarse unas con otras) habitan en una region
en forma de H llamada “sustancia gris” (Figura 3), esta contiene las neuronas
motoras que controlan el movimiento, las interneuronas de menor tamafo que
manejan la comunicacién al interior y entre los segmentos de la médula espinal, y
las células que reciben las sefales sensitivas y luego envian la informacioén hacia

el control cerebral.

Rodeando a la sustancia gris se encuentra la sustancia blanca, formada
principalmente por axones envueltos en una sustancia llamada mielina, la cual
permite que las sefales eléctricas se muevan libre y rapidamente. La mielina tiene
una apariencia blancuzca, razén por la cual se le llama a esta seccion “sustancia
blanca”. Las funciones de estos nervios estan determinadas por su ubicacion en la
médula espinal. Ellos controlan todo, desde las funciones del cuerpo, como
respirar, sudar, la digestion y la eliminacion, hasta las habilidades motoras y las

actividades motoras finas, asi como las sensaciones en brazos y piernas (3).
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Figura 3. Estructura de la médula espinal.
Corte transversal de la médula espinal que muestra la distribucidn de la sustancia gris, de la

sustancia blanca, y de los nervios raquideos. Modificada de NINDS, 2005 (2).

La médula espinal también estd organizada en segmentos que son
identificados y enumerados de arriba hacia abajo. Cada segmento marca el punto
donde los nervios raquideos salen de la médula para conectar con regiones
especificas del cuerpo. La ubicacion de los segmentos de la médula espinal no
corresponde exactamente con la ubicacion de las vértebras, pero son

aproximadamente equivalentes.

Por lo que los nervios raquideos se dividen en:

Nervios raquideos cervicales (C1-C8): controlan las sefiales que van a la parte de
atrds de la cabeza, al cuello y los hombros, a los brazos y las manos, y al
diafragma.

Nervios raquideos dorsales (T1-T12): controlan las sefiales que van a los
musculos toracicos, a ciertos musculos de la espalda y a partes del abdomen.
Nervios raquideos lumbares (L1-L5): controlan las sefiales que van a partes
inferiores del abdomen y la espalda, a las nalgas, a algunas partes de los 6rganos

genitales externos y a partes de las piernas.



Nervios raquideos sacros (S1-S5) controlan las sefiales que van a los muslos y a
las partes inferiores de las piernas, a los pies, a la mayoria de los 6rganos
genitales y al area alrededor del ano.

Y el Unico nervio coccigeo (C1) de la médula espinal que trasmite la informacion

sensitiva proveniente de la piel de la regién inferior de la espalda (Figura 4) (1).

La médula espinal actia como la principal via de informacion entre el
cerebro y todos los otros sistemas nerviosos del cuerpo. Recibe informacion
sensitiva de la piel, las articulaciones y los masculos del tronco, los brazos y las
piernas, y luego la retransmite hacia el cerebro. Asimismo, transmite mensajes
descendentes desde el cerebro hacia el sistema nervioso periférico, y contiene
neuronas motoras que dirigen los movimientos voluntarios y regulan los
movimientos reflejos. Debido al papel central que juega en la coordinacion de los
movimientos musculares y la interpretacion de los estimulos sensitivos, cualquier
clase de lesion de la médula espinal puede causar problemas significativos en

todo el cuerpo(3).
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1.3 Lesion de la médula espinal

A pesar de que los huesos de la columna vertebral protegen la médula
espinal, la columna vertebral no esta compuesta completamente por hueso, entre
las vértebras se encuentran discos de cartilago semirigido, y en el espacio
estrecho que hay entre estos discos se encuentran los conductos por donde salen
los nervios raquideos hacia el resto del cuerpo. Estos son los lugares donde la

médula espinal es vulnerable a las lesiones directas (4).

Las vértebras se pueden romper o dislocar en una variedad de formas y
causar lesiones traumaticas a la médula espinal. Las lesiones pueden ocurrir a
cualquier nivel de la médula espinal. EI segmento de la médula que es lesionado y
la severidad de la lesién, determinardn qué funciones del cuerpo quedaran

afectadas o se perderan y que consecuencias fisiolégicas se presentaran.

Una lesion medular se puede definir como un trauma o trastorno
fisiopatolégico a nivel de la médula espinal, que altera la trasmision de impulsos
nerviosos, en la que los nervios por encima de la lesiéon funcionan normalmente,

pero por debajo de ésta, funcionan de manera anormal.

La médula puede lesionarse por fracturas de la columna vertebral o por
luxacion, por heridas penetrantes causadas por fragmentos metdlicos de
proyectiles o por otras causas traumaticas, y ocasiona pérdida motora, sensorial y
alteraciones en la funcién del SNA. Las causas mas frecuentes de este tipo de
lesién son las caidas domésticas o laborales, accidentes de transito, violencia
(heridas por arma de fuego) y la préactica de algunos deportes extremos (Figura 5).

Afecta principalmente a la poblacién econémicamente activa (5, 6).
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Figura 5. Etiologia de la lesion de la ME.
Causas mas frecuentes de una lesién en la médula espinal. Tomada de National Spinal
Cord Injury Statistical Center, 2016 (7).

1.3.1 Clasificacion de lalesiobn medular

Cualquier dafio a la médula espinal es una lesion muy compleja. Cada
lesion es diferente y puede afectar el cuerpo en formas diferentes. La lesion en la
médula puede ser de tipo completa e incompleta de acuerdo a la severidad. En
personas con lesién completa no hay movimientos voluntarios ni sensibilidad por
debajo del nivel de la lesién, mientras que en una lesion incompleta se preserva
parcialmente alguna de estas funciones. Entre mas alta sea la lesion, es decir mas

cercana al cerebro, mayor seré la perdida de la funcién (8).

También se clasifica dependiendo del nivel afectado. Se puede producir una
paraplejia, cuando la lesidén se localiza en el area toracica o lumbar, y sélo las
piernas quedan paralizadas. Y una tetraplejia o cuadriplejia cuando el dafio se
ubica en el area cervical, donde se produce una paralisis tanto de brazos como de
piernas (8) (Figura 6).
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Figura 6. Clasificacion de la LM segun el nivel.
Se produce una cuadriplejia cuando la LM ocurre a nivel cervical y una paraplejia cuando
sucede a nivel toracico-lumbar. Modificada de International Standards for Neurological
Classification of SCI, 2011 (8).

1.3.2 Fisiopatologia de la LM

Después de una lesion medular se produce un dafio primario que resulta
del efecto mecanico del traumatismo. Este dafio directo a la médula espinal afecta
el tejido nervioso y los vasos sanguineos de manera inmediata y desencadena
una serie de mecanismos autodestructivos y en cierta medida reparadores, que se
conoce como “dano secundario” y que se han asociado a la destruccién progresiva
de tejido originalmente preservado. Estos mecanismos incluyen excitotoxicidad,
formacién de radicales libres, liberacion de proteasas y una respuesta inflamatoria
gue inicialmente involucra a los neutréfilos y mas tarde a linfocitos y macrofagos(9,
10) (Figura 7). La cascada de acontecimientos iniciada por el trauma medular
incluye cambios en la permeabilidad vascular, el desarrollo de edema, la

infiltracion de células inflamatorias y la activacion de la microglia (11, 12).
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Figura 7. Mecanismos de la lesion medular.
La lesion primaria son los dafios estructurales que ocurren inmediatamente después del
evento traumatico y la lesién secundaria resulta de las cascadas bioguimicas que se
producen después del evento inicial. Modificada de Zeidman SM, et al., 1996 (13).

1.3.2.1 Fases del dafio ala médula espinal

En la médula espinal dafiada por compresion o traumatismo, la secuencia
temporal de los cambios anatomicos-patolégicos luego de una lesion se divide en

fases: aguda, subaguda y cronica (14).

1.3.2.1.1 Fase aguda

e Se destruye la barrera hematoencefalica y los vasos sanguineos locales, y
se produce la alteracion en la microvasculatura de la sustancia gris.

e Las células sanguineas y las proteinas del plasma invaden el area
lesionada, se presenta el edema. La destruccion de los capilares causa
isquemia e hipoxia.

e Necrosis y degeneracion de la mielina de los axones dafiados entre 8-24 h
mas tarde y después de 48 h, los fagocitos sanguineos se acumulan
localmente para eliminar la mielina degenerada y otros residuos celulares.

e Cambios en el flujo sanguineo e hipoperfusién postraumatica afectan
principalmente a la sustancia gris e inducen la muerte neuronal primaria
(15).
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La sustancia blanca es mas resistente a los efectos de la isquemia e
hipoxia, aunque con la lesiébn se produce una hiperemia inicial y una
isquemia posterior.

Sustancias como los tromboxanos, los leucotrienos, el factor activador de
plaguetas, la serotonina y los opioides enddgenos, contribuyen a reducir el
flujo microcirculatorio (16).

Las concentraciones de fosfatos de alta energia disminuyen, la funcién
metabdlica se deprime y el ambiente medular se vuelve anaerdbico tras el
trauma. Entre 4-24 h después, la funcion metabdlica tiende a aumentar y
cambia a un metabolismo oxidativo en el tejido que permanece viable,
originando acidosis lactica.

Interrupcion del flujo sanguineo debida al estrés mecénico propicia la
formacion de edema generado por el aumento de la presion local. El edema
se localiza en la porcion central del cordon espinal y se expande de manera
centrifuga a la sustancia blanca.

La formacion de edema es maxima los primeros dias después de la lesion,
éste comprime el tejido y produce una variacion anormal en las
concentraciones de electrolitos.

Se induce la liberacién de bradicininas, citocinas, histaminas y éxido nitrico
gue contribuyen a aumentar la permeabilidad vascular (17-19).

Las variaciones leves sobre las concentraciones de los iones, como Ca**,
Na* y K* en el fluido intersticial, perturban la excitabilidad y la transmision
sinaptica.

El exceso de calcio tiene un efecto nocivo sobre la funcion de las neuronas
gue aun permanecen vivas y puede llegar a causar su muerte. La activacion
de las fosfolipasas dependientes de calcio, como la fosfolipasa C y A2,
tiene como resultado la alteracion de la membrana celular y la produccion
de acido araquiddnico (20).

El metabolismo del &cido araquiddnico produce tromboxanos, leucotrienos y
especies reactivas de oxigeno, que promueven el dafio tisular e

inflamacion, afectan el flujo sanguineo e influyen en el dafio secundario.
12



e La agregacion plaquetaria contribuye a la reduccion postraumatica del flujo
sanguineo.

e La hidrolisis de fosfolipidos causa liberacién y oxidacién de acidos grasos
polinsaturados, asi como produccion de radicales libres de oxigeno (21).

e La elevacion del calcio intracelular estimula la liberacion de aminoacidos
excitatorios como glutamato y aspartato, cuya concentracién extracelular
maxima ocurre pocos minutos después del trauma, éstos resultan ser
altamente toxicos para las neuronas que no sufrieron dafio (22).

e La respuesta inflamatoria, iniciada a las pocas horas del trauma medular, se
mantiene por varios dias. Esta respuesta incluye dafio endotelial, liberaciéon
de mediadores proinflamatorios como las interleucinas 1 y 6 (IL-1, IL-6), el
factor de necrosis tumoral (TNFa) y las proteinas inflamatorias de
macrofagos (MIP)-1ay B3 (23).

1.3.2.1.2 Fase subaguda

e Reactivacién de las células gliales como consecuencia de la necrosis, la
hemorragia e isquemia local posteriores al trauma medular.

e Durante la primera semana después del trauma, se conforman las zonas de
penumbra isquémica, muerte neuronal secundaria, formacion de cavidades
y quistes, formados por glia reactiva (microglia y astroglia), en el area de la
lesion.

e Formacion de la “cicatriz glial”, consiste en una acumulacion de astrocitos
fibrosos hipertréficos en la superficie de la lesion.

e Los fibroblastos del tejido conjuntivo adyacente proliferan sobre la capa de
astrocitos fibrosos, depositan colageno y forman una barrera que separa las
neuronas que antes de la lesion estaban conectadas.

e Las neuronas que han perdido su inervacion original son inervadas por

neuronas cercanas no dafiadas, lo que, en general, no conduce a la
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recuperacion de la funcion primitiva. Esta barrera implica un serio obstaculo
para el restablecimiento de nuevas conexiones (24).

Otros tipos celulares como las células de Schwann, las células meningeas y
los fibroblastos invaden también el sitio de la lesion medular.

En la lesion hay un aumento en la concentracion del factor de crecimiento
fibroblasto basico (FGF-2), que promueve la proliferacion de fibroblastos y
de angiogénesis (25).

Se produce la infiltracion de células inflamatorias. Primero, se infiltran los
granulocitos polimorfonucleares que depende de la hemorragia en el sitio
de la lesion; y posteriormente, los monocitos macréfagos invaden la lesion y
fagocitan el tejido muerto.

La activaciéon microglia es un proceso graduado que depende de la
severidad de la lesion, empieza en la zona central de la médula espinal y se
extiende a la sustancia gris y blanca adyacente.

Las células inflamatorias pueden persistir por semanas dentro de las

cavidades de la lesion (26).

1.3.2.1.3 Fase crénica

El proceso degenerativo de la médula espinal continla y se extiende a lo
largo del sitio de la lesion primaria. La destruccion neuronal se extiende en
el tiempo y en el espacio.

Se produce la llamada muerte neuronal secundaria o tardia que comienza
uno o dos dias después de la lesion y es responsable de la muerte de mas
neuronas que las que ocasiona la muerte neuronal primaria.

El tejido neural (neuronas y glia) cercano al area lesionada o conectado con
ella, presenta actividad eléctrica y actividad funcional deprimidas, esta
zona, llamada zona de penumbra en las lesiones isquémicas, evoluciona

hacia lo que se conoce como lesién secundaria.
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1.3.3

El trauma causa muerte, tanto de neuronas como de células gliales,
destruccion de vasos sanguineos Yy lesion de tractos axonales. Ya que las
neuronas muertas no son reemplazadas, los axones lesionados no se
regeneran y los trastornos funcionales son permanentes.

El trauma medular agudo y subagudo se resuelven varios dias, semanas o
meses después de la lesion.

Los macréfagos fagociticos desaparecen del area lesionada y dejan una
cavidad llamada quiste, carente de células, llena de fluido cerebroespinal
rodeada de glia reactiva (25).

La pérdida de mielina es dependiente del tiempo y empieza a las 24 horas
de la lesion. A los siete dias, se presentan los axones sin proteccion de
mielina y la desmielinizacion se incrementa después de dos semanas. A las
tres semanas, algunas fibras presentan degeneracion walleriana y pérdida
del diametro axonal (27).

En zonas adyacentes a la lesibn medular se encuentran formas inmaduras
no dafladas de oligodendrocitos. Estos precursores, al madurar, son
capaces de remielinizar algunos axones, y la deplecién de macréfagos es

concomitante con la remielinizacion.

Alteraciones sistémicas y metabdlicas posteriores ala LM

La LM no solo produce discapacidad fisica, también ocasiona alteraciones

autonémicas que pueden estar relacionadas con complicaciones que ponen en

riesgo la vida, que interfieren con la rehabilitacion y que se asocian a la falla

terapéutica de diversos tratamientos farmacologicos (28).

Entre las alteraciones sistémicas y metabodlicas destacan la pérdida

progresiva de peso corporal, la atrofia muscular, el desbalance de fluidos y

electrolitos, y disfuncion en los sistemas cardiovascular, gastrointestinal, renal,

endocrino e inmunolégico (28) (Tabla 1). Las alteraciones atribuidas a la presencia

de un desequilibrio entre los sistemas simpatico-parasimpatico, llegan a provocar
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cambios significativos en el mantenimiento de la homeostasis del sistema (29). La
severidad de dichas alteraciones fisioldgicas depende tanto de la intensidad, el

nivel anatémico y el tiempo transcurrido después de la lesion medular (28-32).

Se ha observado que las personas con LTME tienen mayor riesgo de sufrir
infecciones en comparacién con la poblacién general, principalmente en los
sistemas genitourinario y respiratorio (33). En parte, esta predisposicion a sufrir

infecciones se debe a un desequilibrio en el sistema inmunoldgico.

La lesibn de la médula espinal induce una alteracién en la interaccion
normalmente equilibrada entre el sistema inmunolégico y el sistema nervioso
central; lo anterior podria ser el mecanismo por el cual la lesion neuroldgica
conduce a una inmunodeficiencia secundaria, aumentado la susceptibilidad de
infeccion. La lesion de la médula espinal (al igual que algunas lesiones cerebrales)
interrumpen la sefalizacion neuro-inmune (34), lo que puede llevar a una
desregulacion sistémica de la inmunidad innata y adaptativa (35, 36). La
disminucién en la actividad simpatica contribuye a la inmunodepresién debido a la

baja activaciéon de células inmunes en la sangre (37).

La disfunciéon inmune provocada por las células inflamatorias circulantes de
la lesibn medular desencadenan el sindrome de la respuesta inflamatoria
sistémica (SIRS, por sus siglas en inglés) (38), condicion amenazante
caracterizada por la produccion de mediadores proinflamatorios, la activacién de
las células inmunitarias residentes y la infiltracion de células inflamatorias en
multiples 6rganos vitales, causando dafio a los pulmones, rifiones e higado (29,
38-40). Este fenomeno ha sido atribuido a un incremento de la actividad oxidativa
en neutrofilos y monocitos circulantes de personas con LTME (41).
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Tabla 1. Alteraciones sistémicas y metabdlicas después de una LTME.
Modificada de Guizar-Sahagun G, et al.,1998 (28).

Sistema Alterado

Alteraciones tempranas
(durante el choque espinal)

Alteraciones tardias
(durante el estado crénico)

Cardiovascular

+ Bradicardia
+ Hipotensién

+ Bradicardia

+ Hipotensién episddica y postural

+ Episodios de hipertension
(disreflexia autondémica)

Gastrointestinal

+ Baja motilidad gastrointestinal

+ Transito GI prolongado
+ Dificultad en la evacuacion
+ Esofagitis y gastritis

¢+ Disminucién del flujo
plasmético renal

+ Decremento de la depuracion
renal

Renal i .
¢+ Incremento de la depuracion + Falla renal asociada con
renal patologia concomitante
. L Niveles disminuidos en plasma
Niveles disminuidos en plasma de: P
de: ' -
- + Hormonas tiroideas
+ Hormona paratiroidea :
e ¢+ Noradrenalina
+ Hormonas tiroideas -
. ¢+ Hormonas luteinizantes y
¢+ Albumina . ;
o foliculo estimulantes
. ¢+ Vitamina D
Endocrino y
Metabdlico . Desordenes en el metabolismo de
Niveles elevados en plasma de: . _
+ Eosforo lipidos y carbohidratos:
: ¢+ Hiperinsulinemia
+ Prolactina . ‘o L
e ¢ Flujo hepatico disminuido
¢+ Hormona antidiurética A T . .
+ Disminucién de las lipoproteinas
+ ACTH . -
: " de alta densidad y elevacion de
+ Enzimas hepéticas . . : )
las lipoproteinas de baja densidad
Inmunodepresion
+ Decremento de las respuestas
Inmune inmunes naturales y adaptativas ¢ Elevados niveles en plasma de:

+ Alteracién de la funcion
fagocitica de neutréfilos
circulantes

IL-6, IL-2R e ICAM-1
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1.4 Respuestainflamatoria periférica

La inflamacioén es una reaccion local del tejido vascularizado frente a un
agente injuriante o dafo tisular. Los componentes que participan en la respuesta
inflamatoria son la microcirculacién, las células sanguineas, el plasmay las células
del tejido conectivo. Su funcién es localizar, eliminar o aislar al agente injuriante y
tejido dafiado, permitiendo la posterior reparacion por mecanismos regenerativos
(42).

La inflamacién es una respuesta normal ante una lesion. Incluye fases tales
como: la lesion inicial, una fase vascular con vasodilatacion, aumento de la
permeabilidad capilar, la cual consecuentemente desarrolla edema, y una fase
celular caracterizada por la migracion de células polimorfonucleares (neutrdfilos) y
eosinofilos, y posteriormente macrofagos y monocitos. Luego viene una fase de
cicatrizacion, con la activacion de los fibroblastos y el depésito de colageno y

mucopolisacaridos, causando la reparacion del tejido lesionado.

En un evento de inflamacién existe una gran complejidad de elementos

mediadores de la misma, que se involucran en el proceso fisiopatolégico del dolor.

1.4.1 Clasificacién
Desde el punto de vista temporal, los procesos inflamatorios se clasifican en

agudos y croénicos.

1.4.1.1 Inflamacion Aguda

Los procesos de tipo agudo consisten en una respuesta inmediata que se
produce frente al agente nocivo, se caracteriza por un aumento del flujo
sanguineo, alteracion de la permeabilidad de la microvasculatura y migracion de

leucocitos hasta el foco de la lesion.
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La inflamacion aguda consta de dos fases. La primera fase va desde el
momento en que se inicia la inflamacién hasta aproximadamente una hora
después. Se produce wuna vasoconstriccibn momentanea, seguida de
vasodilatacion con un incremento del flujo sanguineo (hiperemia) y enrojecimiento

de la zona (eritema).

En esta primera fase juegan un papel determinante los mastocitos que se
encuentran principalmente en el tejido conectivo, rodeando a vasos sanguineos,
linfaticos y terminaciones nerviosas periféricas. Estos contienen granulos basofilos
donde se almacena histamina, serotonina y heparina entre otras sustancias, que
se liberan de forma rapida por exocitosis al medio extracelular como respuesta a

estimulos flogbgenos ya sean nerviosos o quimicos (1).

La histamina ejerce una amplia variedad de efectos sobre distintos
procesos fisioldgicos. A través de la interaccién con dos subtipos de receptores
conocidos como H1 y H2 provoca la extravasacion de liquido y proteinas
plasmaticas, con formacién de edema, estimula intensamente terminaciones
nerviosas sensoriales provocando sensacion de prurito y de dolor (43). Desde los
mastocitos también se libera serotonina (5-HT), amplifica la accién
vasoconstrictora de noradrenalina (NA), angiotensina Il y prostaglandina F2a
(PGF2a) e induce dolor en las terminaciones sensoriales, por lo que a los 10

minutos de comenzar la inflamacién ya se produce un edema cuantificable.

El fluido extravascular, conocido como trasudado, esta formado por agua y
electrolitos, y es dependiente de los mediadores liberados inicialmente y de forma
rapida, especialmente la histamina (43, 44). Los factores lisosémicos liberados
desde células afectadas por la respuesta inflamatoria son capaces de aumentar la
permeabilidad vascular a concentraciones muy bajas asi como de liberar

histamina desde los mastocitos (45, 46).
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De manera gradual van filtrdndose hacia el tejido inflamado otros
componentes proteicos de bajo peso molecular, como el factor Xl de la
coagulacion, que al entrar en contacto con el colageno tisular inicia una cascada
de sefales, a través de las cuales linfocitos y macrofagos activados sintetizan
cininas, entre las que se destacan bradicinina y calidina. Las cininas inducen
vasodilatacion incrementando la permeabilidad vascular, la activacion de los
nociceptores polimodales C y las sintesis de prostaglandinas y en los macrofagos
inducen la sintesis del factor de necrosis tumoral a (TNFa) y la interleucina 1 (IL-
1).

Los cambios que se producen en el flujo sanguineo inducen la sintesis de
factores relajantes vasculares por parte de las células endoteliales, asi como
especies reactivas al oxigeno (47), entre ellas el 6xido nitrico (NO). Todas ellas
activan mecanismos especificos que controlan el tono vascular favoreciendo la
vasodilatacidon. La sintesis de NO esta determinada por la enzima Oxido nitrico
sintetasa (NOS), que presenta dos isoformas: la constitutiva, cNOS y la isoforma
inducible INOS, expresada como respuesta a estimulos inflamatorios, produciendo
grandes cantidades de NO (48).

Otro mecanismo iniciador y amplificador de la inflamacién es el formado por
proteinas del sistema de complemento. Se activa desde el inicio de la respuesta
inflamatoria por diferentes vias (via clasica, via de la lecitina o via alterna), al
fragmentarse en dos moléculas por procesos proteoliticos en cascada. Nueve son
las proteinas que integran este sistema presente en el suero sanguineo, de C1
hasta C9.

La segunda fase de la inflamacion se inicia aproximadamente dos horas
después de la accion del agente flogdgeno. Histoldgicamente puede observarse
alteraciones vasculares, edema e infiltracion de neutréfilos (44). Esta segunda
fase se caracteriza por un aumento de los niveles de eicosanoides que son un

conjunto de sustancias sintetizadas a partir del acido araquidénico (AA) que se
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ingiere con la dieta y es almacenado formando parte de los fosfolipidos de la

membrana celular, siendo muy pequefia la concentracion de AA libre en la célula.

La enzima responsable de la sintesis de eicosanoides es la COX, que actia
una vez que se ha liberado el AA desde la membrana mediante la accion de
fosfolipasa A2, oxidando el AA y transformandolo en PGG2 seguido de reduccion
de la misma obteniéndose un endoperoxido inestable PGH2. PGH2 sirve de
sustrato para la enzima PG sintasa, la cual es responsable de la produccion de las
5 PGs bioactivas principales generadas in vivo: PGE2, PGF2a, PGD2, PGI2
(prostaciclina) y TXA2 (tromboxano). Las PGs son producidas por una gran
cantidad de células y actian localmente de manera autocrina 0 yuxtacrina,
produciendo diversos efectos farmacolégicos modulando varios sistemas

fisiologicos.

1.4.1.2 Inflamacion Cronica

La inflamacion crénica, considera una duracion prolongada (semanas o
meses) de inflamacién en la que se pueden observar simultaneamente signos de
inflamacion activa, de destruccion tisular y de intentos de curacion. Puede surgir
como cuadro evolutivo a partir de una inflamacién aguda o iniciarse como un
evento insidioso y a menudo asintomatico (por ejemplo, artritis reumatoide,
aterosclerosis, tuberculosis y neumopatias cronicas). También se puede observar
en infecciones persistentes producidas por ciertos microorganismos, en la
exposicién prolongada a agentes potencialmente téxicos y de autoinmunidad (por

ejemplo, artritis reumatoide y lupus eritematoso).

Asi como en la inflamacién aguda el neutréfilo es la célula mas importante y
predominante, en la inflamacién crénica, la figura central es el macréfago, en
especial, por la gran cantidad de sustancias biologicamente activas, que puede
secretar. Los macrofagos son activados mediante células T activadas y por

estimulos no inmunol6gicos como endotoxina y otros mediadores quimicos.
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La resolucion de la inflamacion es un proceso activo controlado por

mediadores enddgenos, que suprimen la expresion de genes proinflamatorios y

sefales celulares. También se induce la apoptosis de las células inflamatorias y la

fagocitosis, crucial para llegar a la resolucion final con éxito.

1.4.2

Mediadores de la inflamacion

En un evento de inflamacion existe una gran complejidad de elementos

mediadores de la misma y que se involucran en el proceso fisiopatolégico del

dolor. Los mediadores de la inflamacién, son sustancias quimicas, que pueden ser

pequefias moléculas de lipidos, aminoacidos y proteinas, que llevan la informacion

especifica hacia las células lesionadas y de esta manera regulan la respuesta

vascular a la agresién o dafio tisular, entre los que destacan:

a)

b)

f)

Los radicales de oxigeno y los metabolitos citotoxicos para fibroblastos y
células parenquimatosas.

Las citocinas tienen un gran espectro de pirdgenos enddgenos causando
fiebre, factor de necrosis tumoral, factores que intervienen en la inflamacion
cronica.

El sistema de complemento que desarrolla actividades proinflamatorias.

Las cininas como bradicinina y precalicreina que sensibilizan terminales
nerviosas produciendo dolor.

Las aminas vasoactivas, histamina y serotonina, favorecen el incremento de
permeabilidad vascular, producidas en plaquetas, mastocitos y basdfilos.

La via de la lipooxigenasa involucra la conversion del acido araquidénico en

varios hidroperéxidos favorecedores del dolor y la inflamacion (49).

Existe un gran numero de farmacos que tienen la capacidad de actuar ya

sea a nivel periférico y/o central para bloquear o inhibir todos o algunos de los

factores involucrados en la produccion de los mediadores de la inflamacion, por lo
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cual se enfatiza su importancia como blancos terapéuticos para regular la

evolucion de la respuesta inflamatoria (50).

1.4.3 Inflamacion neurogénica

El término "inflamacion neurogénica" se usa para describir el control de la
inflamacion por mecanismos derivados del sistema nervioso. Asi, la inflamacion
neurogénica incluye una serie de respuestas inflamatorias vasculares y no

vasculares, desencadenadas por la estimulacién de neuronas sensoriales.

Las neuronas activadas por estimulos nocivos liberan neuropéptidos
inflamatorios como la sustancia P (SP) y el péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (CGRP) desde las fibras nerviosas periféricas, principalmente por
reflejos de la raiz dorsal (51, 52). A su vez, estos neuropéptidos inducen la
liberaciébn de histamina de los mastocitos adyacentes y la histamina evoca la
liberacion de SP y CGRP; por lo tanto, se establece un enlace bidireccional entre
la histamina y los neuropéptidos en la inflamacién neurogénica, lo que sugiere que
estas neuronas no solo transmiten informacion aferente a la médula espinal, sino

que tienen una funcion eferente (53).

También es el resultado de la estimulacién de sensibilidad a la capsaicina,
de las fibras C neuronales por factores tales como 5-HT, histamina y leucotrienos,
asi como por cambios en el pH, temperaturas extremas y por lesion mecéanica
(54).

Los neuropéptidos y los mediadores liberados posteriormente actdan sobre
la vasculatura causando edema local, hiperemia y eritema que se extiende mas
alld del sitio de estimulacion. Tales mediadores también atraen y activan las
células inmunes innatas (mastocitos, células dendriticas) y las células inmunes
adaptativas (linfocitos T). Estos signos inflamatorios dependen de la funcion y la

integridad de los sistemas nerviosos sensoriales periféricos.
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A la inflamacién neurogénica se le considera como una respuesta
protectora, que facilita la curacidon fisiologica de heridas y la defensa inmune
contra los patdgenos mediante la activacion y el reclutamiento de células inmunes.
Cuando es excesiva y prolongada, también juega un papel importante en la

fisiopatologia, y tal vez etiologia, de diversas enfermedades inmunes.

1.5 Modelo de inflamacién subplantar inducida por carragenina

Uno de los principales modelos experimentales de que se dispone para
estimar la inflamaciébn y cambios de permeabilidad vascular inducidos por
sustancias irritantes en la rata, en fase aguda, es el modelo de edema subplantar.
Este modelo permite cuantificar, de una manera facil y reproducible, dos de los
pardmetros mas caracteristicos de la inflamacion como son el edema y la
extravasacion de plasma al inducir una inflamacion aguda localizada en la pata del

animal tras la administracion de carragenina por via subplantar (55).

La carragenina es una mezcla de polisacaridos sulfatados extraidos de
algas marinas rojas Rhodophyceae (Figura 8). Se ocupa como agente espesante y
emulsificante. Es soluble en solventes polares. La podemos encontrar en dos
formas: kappa y lambda. La dosis para producir el efecto inflamatorio agudo varia
entra 0.05 y 0.1 mL de una suspension de carragenina en solucién salina al 1%,
aunque se puede obtener variabilidad de un experimento a otro en funcion de la
dosis y el tipo de carragenina utilizada. La inyeccion de esta sustancia genera una

reaccion inflamatoria tiempo-dependiente.

El edema subplantar inducido por carragenina en ratas, se caracteriza por
una fase temprana (0-1 h), la cual es provocada por la liberacion de histamina, 5 -
hidroxitriptamina y bradicinina y es seguida de una fase tardia (1-6 h) sostenida

principalmente por las PGs y NO (56, 57).
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Figura 8. Estructura Quimica de A-Carragenina.
La carragenina es un agente gelificante que se obtiene de algunas algas de varias
familias de Rhodophyceae (algas rojas). Modificada de Badui, 2006 (58).

Los niveles de COX2 se ven incrementados por la reacciéon inflamatoria
producida por la CRG y por consiguiente, hay un aumento de las PGs que
incrementan la formacion de edema vy filtracién leucocitaria al promover el flujo
sanguineo de la regién inflamada. El modelo de inflamacion aguda por la inyeccion
subplantar de CRG en ratas exhibe patrones distintos en la expresion local y

sistémica de diversas citocinas inflamatorias (59).

La respuesta inflamatoria producida por este modelo es usualmente
cuantificada por el aumento en el tamafio de la pata (provocado por el edema) que
es maxima alrededor de las 5 horas después de la inyeccion de carragenina y
puede ser modulada por los inhibidores de moléculas especificas dentro de la

cascada inflamatoria (55).

La inhibicion de la inflamacion inducida por la administracion subplantar de
carragenina, ha demostrado ser altamente predictiva de la actividad de los
farmacos en las enfermedades inflamatorias de humanos y las dosis de los AINES
en este modelo estan bien correlacionadas con las dosis efectivas en los

humanos.
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1.6 Farmacos Anti-inflamatorios

Los farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (AINES) son un grupo de
agentes con estructuras quimicas diversas, pero cuyos efectos terapéuticos son

similares ya que reducen la inflamacion, el dolor y la fiebre.

No producen depresion respiratoria y no inducen tolerancia ni dependencia
fisica. Su eficacia analgésica es limitada (efecto techo) y no dosis dependiente (el
incremento de la dosis puede prolongar el efecto, pero no produce mas analgesia
y aumenta la incidencia de efectos secundarios). Son efectivos para el tratamiento
del dolor leve-moderado, y en algunos casos pueden controlar el dolor intenso del

componente inflamatorio, postquirdrgico y coélico (50, 60).

Los farmacos que estan dentro de este grupo difieren en su
farmacocinética, aunque su farmacodinamia es muy similar. Estos medicamentos
poseen un mecanismo de accidn periférico sobre el proceso inflamatorio y también

un mecanismo central aminorando la transmision del impulso doloroso.

Los AINES actuan sobre las reacciones inflamatorias reduciendo la sintesis
de: PGs, leucotrienos, radicales superoxido, enzimas lisosomicas e inhibiendo las
funciones enzimaticas de la membrana celular, la agregacion y adhesion de los

neutroéfilos y la funcién linfocitaria (61).

1.6.1 Mecanismo de accién periférico

Los AINES son agentes con efectos anti-inflamatorios y analgésicos. Su
efecto terapéutico principalmente se debe a su capacidad para inhibir la
biosintesis de prostaglandinas, actuando sobre las enzimas conocidas como
ciclooxigenasas (COX) (62), que facilitan el paso del acido araquidonico (Figura 9)

a endoperoxido PGG2 disminuyendo de esta forma la sintesis de prostaglandinas
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y tromboxanos, resultado de dicha accion: la reduccién de la concentracion tisular

de compuestos capaces de sensibilizar o activar los nociceptores periféricos (63).

Existen dos isoformas de la enzima ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2). La
COX-1 es una forma constitutiva con funciones fisioldgicas en la homeostasis
normal (es la responsable de la produccion fisiologica de prostaglandinas),
estando implicada en procesos protectores gastricos, renales etc., y la COX-2 es
inducida por la respuesta inflamatoria, por citocinas, mitdgenos y endotoxinas y es
la responsable de la elevada produccion de prostaglandinas durante la inflamacién
(63).

Fosfolipidos

Fosfolipasa '\‘
4

COOH
Acido araquiddnico

CIC|OOX| enasa
AIN ES v
!} COOH
/ Prostaglandina G,

Agregacion
Ciclooxigenasa Tromboxano A, Vasodilatacion
inactiva Proliferacién CML

Prostaglandina D,, E; ¥ F,,,

Aaregacién
Prostaciclina Vasodilatacion
Proliferacion CML

Figura 9. Mecanismo de accion de los AINES.
Los AINES inhiben a las enzimas ciclooxigenasas disminuyendo la biosintesis de
las prostaglandinas. Modificada de Goodman & Gilman'’s, 2003 (61)
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1.6.2 Mecanismo de accion central

La COX1 y COX2 tienen una expresion basal en el sistema nervioso
central. En los ganglios raquideos, la COX1 y COX2 se expresa en los cuerpos de
neuronas aferentes primarias encargadas de llevar mensajes dolorosos de la
periferia hasta el asta dorsal de la médula espinal. Asi mismo, existe expresion de
las COX en las neuronas intrinsecas de la ME, principalmente en el asta dorsal
(64). Los AINES también poseen un efecto inhibidor de la COX a nivel del sistema
nervioso central reduciendo la formacion de prostaglandinas en la médula espinal
y en el cerebro disminuyendo los procesos de sensibilizacién de las neuronas

medulares y supramedulares (65, 66).

Los AINES, como el paracetamol, metamizol, ketoprofeno y diclofenaco
producen analgesia por via central, cuyo mecanismo sugiere que el proceso
inflamatorio y del dolor estdn mediados por segundos mensajeros dentro de las
neuronas como el AMPc y GMPc. Recientemente, también se ha propuesto la
existencia de mecanismos analgésicos de accién central independientes de su
accion anti-inflamatoria periférica inhibiendo la actividad nerviosa inducida por

aminoécidos excitadores (glutamato) o taquicininas (sustancia P) (67).

Al parecer, la COX-2 también participa como un gen temprano de respuesta
inmediata en el desarrollo de ciertos cambios a largo plazo de la respuesta
neuronal que resultan de impulsos aferentes nocivos breves. Los valores iniciales
de la expresion de COX-2 dependen de la activacion de receptores espinales
glutdmicos tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) dando como resultado una
despolarizacion parcial con activacion neuronal y mediando la plasticidad neuronal
a largo plazo (68, 69). Este efecto implica una accion inhibitoria sobre los
mecanismos del 6xido nitrico espinal, por lo que los AINES mediante una accién
analoga pueden actuar como inhibidores del NMDA reduciendo los fenémenos de

hiperalgesia mediados por estos receptores (50, 70).
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1.7 Naproxeno

1.7.1 Propiedades fisicas y quimicas

Figura 10. Estructura quimica del naproxeno.
El naproxeno es un farmaco anti-inflamatorio no esteroideo derivado del &cido propiénico.
Tomada de PubChem (71).

Nombre quimico: Acido (S)-2-(6-metoxi-2-naftil) propanoico
Formula molecular: C14H1403

Peso molecular: 230.26

Punto de fusion: 153 °C

pKa: 4.15 (acido débil)

Caracteristicas: El naproxeno es un polvo cristalino blanco o ligeramente cremoso,
soluble en agua y metanol, ligeramente soluble en etanol, en acetona y

practicamente insoluble en cloroformo y tolueno.
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El naproxeno es un AINE de uso general y de los mas tolerados, no
deprime el sistema nervioso central, por no ser narcético ni inductor del
metabolismo enzimatico. Es empleado en el dolor suave a moderado, la fiebre, la
inflamacion y la rigidez provocado por afecciones como la osteoartritis, artritis
reumatoide, artritis psoriasica, espondilitis anquilosante, lesiones, calambres

menstruales, tendinitis, bursitis y en el tratamiento de la dismenorrea primaria.

Dentro de sus efectos adversos estan las complicaciones gastrointestinales
(de las mas comunes), sin embargo, también puede ocurrir disfuncién renal y

reacciones por hipersensibilidad.

1.7.2 Caracteristicas farmacocinéticas

Se absorbe rdpida y completamente en el tracto gastrointestinal, con una
biodisponibilidad in vivo del 95%. Los niveles plasméticos maximos se observan 2-
4 horas post-administracion. Tiene una vida media de 12-15 horas. Se une en un
99% a las proteinas plasmaticas, principalmente a la albimina. Su depuracién es
de 0.13 mL/min/kg. Se metaboliza completamente en el higado a 6-O
dimetilnaproxeno (6-DMN), se elimina aproximadamente el 95% de la dosis de
naproxeno por la orina: naproxeno inactivado (65%) y como 6-DMN (30%). La
excrecion renal tiene correlacion estrecha con la disminucion de las
concentraciones plasméticas. Con las heces se excreta tan solo el 3% 0 menos.

Atraviesa la barrera placentaria y la hematoencefalica (72).
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1.8 Alteraciones farmacocinéticas después de LTME

La farmacocinética estudia el paso de los farmacos a través del organismo
en funcion del tiempo y de la dosis, siendo uno de sus objetivos describir los
fendmenos relacionados con la absorcion, la distribucién, el metabolismo y la
eliminacién del farmaco. La administracion de un farmaco tiene por objetivo la
obtencion de un efecto terapéutico y se infiere que la respuesta farmacologica esta
estrechamente relacionada con las concentraciones plasmaticas del farmaco. Por
lo que cambios en las concentraciones plasmaticas produciran cambios en la

respuesta farmacoldgica.

Después del choque medular se generan diversos cambios hemodinamicos,
por lo que se genera la redistribuciébn de la sangre hacia Organos vitales,
principalmente al corazén y cerebro, sacrificando la distribucion de la misma hacia
otras regiones u O6rganos, como el tracto gastrointestinal, piel, musculo
esquelético, higado y bazo (30). Estos cambios hemodindmicos en el flujo
sanguineo microvascular 6rgano-especifico, asi como alteraciones en la presién
arterial, podrian estar relacionados con las alteraciones farmacocinéticas de

diversos farmacos después de la LTME (73, 74).

Estudios farmacocinéticos en humanos y en modelos animales con LTME
han reportado que existe una marcada alteracion en los procesos fisiolégicos y por
lo tanto, cambios en la disposicion del farmaco, ya sean administrados por via
oral, intramuscular o intravenosa. Estas alteraciones dependen principalmente de
la caracteristica de la lesién (intensidad, nivel y tiempo posterior a la lesion), asi
como de las propiedades farmacoldgicas de los farmacos y de la via de

administracion (73, 75).

Existe evidencia de que la farmacocinética de diversos farmacos tales como
paracetamol(76, 77), teofilina(78), gentamicina(79), amikacina(80) y lorazepam(81)

esta alterada en personas con lesibn medular. Sin embargo, las alteraciones de
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los procesos farmacocinéticos dependen también en gran medida de las
caracteristicas fisico-quimicas de los farmacos y la ruta de administracion(82), ya
gue no todas las moléculas se ven afectadas debido a la presencia de la lesion

medular.

Las alteraciones fisiologicas y metabdlicas asi como el tiempo transcurrido
después de una lesidbn medular influyen significativamente en la absorcion, la
distribucion, el metabolismo y la eliminacién de diversos farmacos, afectando la
farmacocinética de los farmacos empleados en esta poblacién y de esta forma
modifican su efecto terapéutico.

Absorcién: La via de administracion de los farmacos es crucial en las
personas con lesibn medular. La administracion oral presenta ciertas desventajas
en pacientes con LM debido a que estos presentan una disminucién en el
vaciamiento gastrico y la motilidad del tracto gastrointestinal, por lo que la
absorcion de los farmacos se ve afectada aumentando el tiempo necesario para
obtener la concentracion maxima del farmaco en sangre y por consiguiente llegar
a su sitio de acciébn y producir el efecto deseado (83). Otras rutas de
administracion como la intramuscular y la transdérmica también presentan
anomalias en la absorcion debido a la baja irrigacion microvascular hacia la dermis
y los musculos. Por lo que la ruta mas viable para estos pacientes es la
intravenosa, ya que la totalidad del farmaco se administra directamente al torrente

sanguineo.

Distribucién: Los pacientes con LM pueden desarrollar hipoalbuminemia
(84, 85), los bajos niveles de albumina en sangre afectan directamente a farmacos
gque se unen en gran porcentaje a las proteinas plasmaticas alterando su
distribucion, por lo que aumenta su volumen de distribucién y por consiguiente su
depuracion. En cambio, farmacos con baja unién a proteinas no se veran

afectados.
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Metabolismo: Posterior a la lesion medular se presenta un flujo
microvascular hepatico disminuido, se presentan también afecciones en la
expresion genética de los hepatocitos y en el metabolismo de las
catecolaminas(86). Esta disminucion en el flujo sanguineo hepatico afectara a los
farmacos de alta extraccion hepatica (cuyo metabolismo depende directamente del
flujo sanguineo) incrementando su biodisponibilidad presentado mayores niveles
en sangre del farmaco debido a la disminucion del aclaramiento metabdlico
hepatico. Sin embrago, los farmacos de baja extraccion hepatica (cuya eliminacion
depende solamente de la funcion del hepatocito) no se observar4 modificada su

eliminacion.

Eliminacién: La excrecidbn por via renal es la mas importante para la
adecuada eliminacién de los farmacos, pero personas con LM a menudo
presentan disminucién en la funcion renal, lo que propicia se presente toxicidad
debido a la administracién de los farmacos. La alteracidon fisiologia de estos
pacientes prolonga la vida media de la mayoria de los farmacos debido al retardo

en la depuracion renal (87).

Debido a la presencia de procesos farmacocinéticos alterados después de
la lesion de la médula espinal es necesario considerar diversos factores (propios
de la lesion como el nivel y el tiempo posterior a esta, asi como las caracteristicas
intrinsecas de la molécula) para determinar las dosis y los intervalos de
dosificacion de los farmacos, con el fin de asegurar el efecto terapéutico deseado

y disminuir la toxicidad.
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2 JUSTIFICACION

La lesion traumatica de la médula espinal ocurre mayoritariamente en adultos
jovenes. Suele producir discapacidad severa y permanente por pérdida funcional
extensa desde el sitio de la lesidon hacia abajo. Existe predisposicion de por vida a
numerosas complicaciones; entre éstas destaca la susceptibilidad a infecciones.
La informacion sobre la respuesta inflamatoria posterior a una LTME en estas
personas es limitada. Se desconoce, entre otros, la diferencia en la respuesta
inflamatoria que se produce en territorios intactos vs. paralizados, incluso se
desconoce si la respuesta a un anti-inflamatorio varia de acuerdo al estatus
neurolégico. Por lo que con este estudio se pretende dar respuesta a esas dudas,
con el fin de que el conocimiento generado sea Util para optimizar tratamientos

preventivos y curativos que mejoren la calidad de vida de estas personas.
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Cuédl es el efecto de la LTME sobre la repuesta inflamatoria inducida por
carragenina en extremidades paralizadas e integras? ¢Coémo influye el

tiempo post-lesion?

¢La LTME madifica la cinética del naproxeno aplicado por via intravenosa?

¢La lesion traumatica de la médula espinal modifica el efecto anti-

inflamatorio del naproxeno?

¢El efecto anti-inflamatorio del naproxeno difiere en zonas paralizadas vs.

integras?
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4 HIPOTESIS

La respuesta inflamatoria periférica inducida por carragenina después de LTME
sera menor en extremidades paralizadas vs. integras y en la etapa aguda vs.
subaguda.

La LTME producira alteraciones en la farmacocinética y en el efecto anti-

inflamatorio del naproxeno administrado por via intravenosa en ratas con lesion en
TO.
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5 OBJETIVOS

5.1 General

Caracterizar la influencia de la LTME en la etapa aguda y subaguda sobre la

inflamacion periférica inducida y, determinar el efecto de dicha lesion sobre la

farmacocinética y el efecto anti-inflamatorio del naproxeno administrado por via

intravenosa en ratas con lesiéon en T9.

5.2 Particulares

Evaluar el curso temporal de la respuesta inflamatoria periférica inducida

por carragenina en ratas con LTME en T9.

Comparar la respuesta inflamatoria periférica entre extremidades

paralizadas e integras.

Revalidar un método analitico por cromatografia liquida de alta resolucion
para la cuantificacion de naproxeno en plasma de rata en base a la NOM
177-SSA1-2013.

Determinar el efecto de la lesibn medular en la etapa aguda y subaguda
sobre la farmacocinética del naproxeno tras una administracion intravenosa
(V).

Evaluar el efecto anti-inflamatorio del naproxeno IV en las extremidades

paralizadas e integras de ratas con LTME en la etapa aguda y subaguda.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley de 10 a 12
semanas de edad, y de 250-280g de peso, manteniéndolas en condiciones
Optimas de bioterio. Los animales fueron facilitados por el bioterio institucional. Los
animales fueron alimentados con alimento estandar para ratas y agua ad libitum
hasta el dia de la experimentacion. Los animales fueron distribuidos por grupos:
experimental y tratamiento administrado, con una n= 6-7. El tamafio de muestra

para los grupos se calcul6 por analisis de potencia(88).

6.1.1 Anestesia

Con el prop6sito de anestesiar a las ratas durante el tiempo necesario
para realizar la cirugia, se les administré 0.5 mL de una mezcla de clorhidrato de
ketamina (80 mg/kg) y clorhidrato de xilacina (8 mg/kg) via intramuscular. Se
utilizé la prueba del reflejo corneal y la presencia de la accidn de retirada de la
pata ante un estimulo doloroso en la extremidad posterior, para garantizar que la

anestesia fuera adecuada.

Durante el proceso de canulacion de la vena femoral y la arteria caudal para
la administracion del farmaco intravenoso y la toma de muestras de sangre,
respectivamente, las ratas estuvieron anestesiadas durante este proceso por

medio de inhalacion ligera de éter etilico.
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6.1.2 Cirugia simulada, Sham

Los grupos testigo o sham se sometieron a una cirugia de lesién simulada
en T9. Una vez anestesiada la rata, se procedié a afeitar el pelo en la zona de
interés, posteriormente, bajo condiciones asépticas se hizo una incision en la piel
con el bisturi y se disecaron los musculos paravertebrales hasta exponer laminas
vertebrales a nivel de la toracica 9, luego se procedio a suturar por planos; no se

realizé la laminectomia.

6.1.3 Lesion medular a nivel de T9

Para producir la lesion traumatica de la médula espinal, los animales fueron
sometidos de forma aséptica a una laminectomia a nivel de la vértebra toracica 9,
manteniendo las meninges intactas, para posteriormente producir la lesion
medular por el método de contusion siguiendo la técnica de Allen modificado para
ratas (89, 90). Para lo cual, se utilizo el impactador disefiado por la Universidad de
Nueva York. En forma resumida, sobre el saco dural expuesto se dej6 caer un
cilindro de acero inoxidable de 10 gr de peso de una altura de 50 mm, para
producir una lesion de intensidad severa en la médula espinal (91). El impacto fue
confirmado mediante la presencia de un hematoma central a nivel de la zona

lesionada de interés. Finalmente, se suturd por planos la herida quirtrgica.

6.1.4 Cuidados post-cirugia

Al terminar el procedimiento quirdrgico, las ratas se dejaron en
recuperacion, colocadas en cajas individuales con camas de aserrin estéril, en una
habitacion limpia, en un ciclo de luz / oscuridad de 12 h, y bajo atmosfera
controlada de temperatura y de humedad. Los animales fueron alimentados con

comida estandar para ratas y agua libitum.
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Posteriormente se les dio los cuidados post-operatorios que consistieron en
el vaciamiento manual por presion de la vejiga urinaria realizado dos veces al dia.
Para prevenir el dolor y la automutilacion(92), se les administr6 oralmente
paracetamol (Bristol-Myers Squibb, México) a todos los animales utilizados en el
estudio. Los animales a corto plazo recibieron una dosis Unica de 30 mg/kg
cuando se recuperaron de la anestesia, mientras que los animales evaluados a 15
dias recibieron la misma dosis cada 12 h, durante 1 semana. Como profilactico
para infecciones, los animales recibieron via oral, 10 mg/kg de enrofloxacina
(Parfarm, México) cada 24 h para los animales a largo plazo, comenzando el dia
de la cirugia y durante 7 dias consecutivos a partir de entonces.

La eutanasia se realizo: 1) al final de un experimento; 2) en el caso de
complicaciones potencialmente mortales como neumonia, urosepsis severa y
evisceracion abdominal por autofagia, y 3) en el caso de complicaciones que
interfieren con las evaluaciones, particularmente en el caso de la autofagia de las
extremidades. La eutanasia se realiz6 por medio de una sobredosis de

pentobarbital sédico (63 mg) administrado intraperitoneal.

6.2 Evaluacion de la Respuesta Inflamatoria

6.2.1 Induccion de larespuesta inflamatoria

Para los estudios de inflamacion se utilizd el modelo de inflamacion
inducida por carragenina, un método que se utiliza ampliamente en la evaluacion
de nuevos farmacos analgeésicos y anti-inflamatorios. La inyeccién de carragenina,
un mucopolisacarido sulfatado extraido del alga marina Rhodophyceae, produce

localmente edema.
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Previamente al estudio, se realizd la estandarizacion del método para
inducir la respuesta inflamatoria en ambas extremidades en un pequefio grupo de
ratas, y posteriormente se determind la respuesta inflamatoria a los 1 y 15 dias
posteriores a la cirugia tanto para los animales experimentales (LTME) (n=6-7)
como los testigos (sham) (n=6-7), siendo estos distribuidos aleatoriamente. Las
mediciones del volumen de la extremidad anterior (superior) y posterior (inferior)

se realizaron en el mismo animal.

Se evaluo la respuesta inflamatoria por efecto de la carragenina asi como la
accion anti-inflamatoria del Naproxeno en presencia y ausencia de la LTME.

6.2.1.1 Preparaciéon de Carragenina 2%

Se prepard una solucién de A-carragenina al 2% (marca Fluka®) de la
siguiente manera: se pesaron 100 mg de carragenina y se colocan en un frasco
pequefio, se adicionaron 5 mL de solucidén salina fisiolégica. Esta solucion se
preparé un dia antes de ser utilizada y se mantuvo en refrigeracion, antes de

usarse se coloc6 durante 5 min en un sonicador ultrasénico.

6.2.2 Cuantificaciéon de la respuesta inflamatoria

Para medir la inflamacion inducida por accion de la carragenina se
emple6é un pletismémetro (marca Ugo Basile®, Italia) (56), a través del cual
permite la medicion de pequefios cambios en el volumen de la pata (resolucion
0.01 mL). El aparato consta de un soporte en el que se sostienen un contenedor
con liquido (solucién para pletismémetro) y dos contenedores cilindricos pequefios
también con esta solucion, interconectados entre si. En uno de estos cilindros se
encuentra inmerso un sensor electronico que detecta los cambios en la elevacion
del liquido vy, en el otro, se lleva a cabo la inmersion de la pata a probar. El sensor

se encuentra acoplado a un registrador que especifica la magnitud del
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desplazamiento del liquido, como indicador del volumen de la pata. Los cambios
en el volumen de la pata traducen, de manera cuantitativa, la magnitud del edema

inducido por la respuesta inflamatoria.

La prueba se llevo a cabo de la siguiente manera: primero se realizd una
medicion basal del volumen correspondiente a cada una de las patas, después se
inyectaron 100 yL de carragenina al 2% (o el mismo volumen de vehiculo, solucién
salina) en la almohadilla plantar de la pata tanto delantera como trasera, y se llevo
a cabo una nueva medicién (tiempo 0). A partir de este registro, se realizaron
mediciones a la 1, 2, 3, 4, 5 y 6 horas posteriores. Las mediciones se realizaron

por triplicado.

Los resultados se analizaron como el cambio del volumen correspondiente
de la pata en mL, utilizando la siguiente formula:
AVolumenpata = Vt—Vb
Donde:
Vt= volumen de la pata a un tiempo x.

Vb= volumen basal (antes de la aplicacion de la carragenina o vehiculo)

6.2.2.1 Preparacion de la solucién para el Pletismometro

La solucion para el pletismémetro consiste en una solucién conductora
preparada de la siguiente manera: se pesaron 144 mg de NacCl, se colocaron en
un matraz aforado de 250 mL, se adicionaron 1 mL de ornano y se llevé al aforo
con agua destilada. Esta solucién se preparé un dia antes de ser utilizada y se

mantuvo a temperatura ambiente.
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6.3 Método Analitico para la cuantificacion de naproxeno por HPLC

Se revalido el método analitico por medio de Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién (por sus siglas en inglés, HPLC) para la identificacién y cuantificacion
de naproxeno bajo las condiciones de trabajo descritas en la Tabla 2, utilizando
como estandar interno diclofenaco, conforme a los parametros especificados en la
NOM-177-SSA1-2013: selectividad, linealidad, exactitud, precision, estabilidad de

la muestra, limite de cuantificacion y limite de deteccion (93).

6.3.1 Equipo y condiciones cromatograficas

El sistema de cromatografia que se utiliz6 se compuso de una bomba
Waters 510 HPLC y un inyector con loop 20uL. La separacion de los farmacos se
llevé a cabo mediante una columna marca Phenomenex® C18 de fase reversa de
4.6 mm de diametro por 100 mm de longitud y 3 um de tamafio de particula como
fase estacionaria y como fase mévil una mezcla de metanol y buffer de fosfato de
sodio monohidratado 70:30 (v/v). La velocidad de flujo fue constante de 1.0
mL/min y la presion de trabajo de 3000 + 100 psi. La deteccién se efectué a una
longitud de onda de 275 nm usando un detector ultravioleta (UV) Waters 486. Las
sefales cromatograficas se registraron por medio de un registrador marca Varian

4270, con un tiempo de corrida aproximado de 6 minutos.
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Tabla 2. Condiciones cromatogréaficas del método para la determinacion simultanea

Detector
Longitud de onda

Columna
Fase movil (v/v)

Presion
Velocidad de flujo
Tiempo de Corrida

Tiempo de

Retencién

Procesamiento

de las Muestras

de los farmacos.

uv
275nm
C18; 4.6 x 100 mm; 3 pm

70% Metanol

30% Fosfato de sodio monohidratado 0.01M pH 3
3000 +100 psi

1.0 mL/min

6 min

2.8 min aprox. Naproxeno

5.5 min aprox. Estandar Interno (Diclofenaco)

100 pL plasma + 50 pL El (50 pg/mL) + 850 uL MeOH
Se agita por 5 min

Se centrifuga por 10 min a 9000 rpm

6.3.2 Soluciones para el analisis por HPLC

6.3.2.1 Preparacién del buffer de fosfato de sodio 0.01M

Se pesan 1.3780 g de fosfato de sodio monobasico monohidratado

(NaH2PO4*H20), se disuelven en 500 mL de agua desionizada, se ajusta el pH a 3

con HCl y se lleva a un volumen final de 1 L en un matraz aforado.

6.3.2.2 Preparacion de la fase mévil

En un matraz aforado de 1L, se colocaron 700 mL de metanol y 300 mL de

buffer de fosfato de sodio 0.01M. Esta solucion se filtr6 al vacio a través de un

filtro con tamafio de poro de 45 um, se coloc6 en un frasco de vidrio y se s6nico

durante 5 minutos.
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6.3.2.3 Preparacion del Estandar Interno (El)

Se prepar6 una solucion de diclofenaco sédico de 50 pg/mL de
concentracion, para ello se pesaron 2.5 mg de diclofenaco y se disolvieron con

fase moévil en un matraz aforado de 50 mL.

6.3.2.4 Preparacion de soluciones estandar de Naproxeno

6.3.2.4.1 Solucion de Naproxeno 100 pg/mL

Se prepar6 una solucidbn de naproxeno sodico de 100 pg/mL de
concentracion, para ello se pesaron 5 mg de Naproxeno y se disolvieron en 1 mL
de agua en un matraz aforado de 50 mL, una vez disuelto se llevé al aforo con

fase movil.

6.3.2.4.2 Solucion de Naproxeno 10 pg/mL

Se prepar6 una solucion de naproxeno sodico de 10 pg/mL de
concentracion, para ello se tomaron 5 mL de la solucion de naproxeno 100 pg/mL y

se llevd al aforo con fase maévil en un matraz volumétrico de 50 mL.

6.3.3 Procedimiento para el andlisis de muestras de plasma de rata para la

revalidacion del método analitico.

6.3.3.1 Selectividad

Se demostro la selectividad del método para cuantificar el farmaco de
interés en presencia de otros componentes que pudieran estar presentes en la

muestra biolégica. Se determiné la respuesta del analito en muestras de plasma
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de ratas no tratadas con ninguna farmaco de interés, muestras de plasma
adicionadas con El y muestras de plasma adicionadas con El y naproxeno, asi con
una muestra de plasma de rata tratada proveniente de una cinética, esto con el fin

de detectar cualquier interferencia de la matriz biologica.

En ninguno de los casos debia existir interferencia en las sefiales
cromatograficas de los analitos de interés ni la presencia de otros compuestos

ajenos al estudio.

6.3.3.2 Curva de Calibracion

Se prepararon curvas de calibracion dentro de un margen de
concentraciones de 0.5 a 12.0 pg/mL de naproxeno. Para evaluar la linealidad del
método se evaluaron por sextuplicado las muestras de plasma de rata que
contenian el farmaco de interés a seis diferentes concentraciones. Para ello se
utilizaron tubos eppendorf de 1.5 mL de capacidad a los cuales se les adicion6
100 pyL de plasma de rata (matriz biologica), 50 pL de EI y un volumen
correspondiente de las soluciones de naproxeno (10 y 100 pug/mL) para obtener
seis puntos que conformaran la curva de calibracién (C1-C6) con las siguientes
concentraciones de naproxeno: 0.5, 1, 2, 4, 8 y 12 ug/mL (Tabla 3).

Se preparé adicionalmente una muestra blanco (BM), que contiene solo
matriz biol6gica, sin analito ni El, y una muestra cero (C0), que contiene matriz

bioldgica y El.
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Tabla 3. Curva de calibracion para la determinacion de naproxeno en plasma de

--- --- 100 900

rata.

BM

Co 0.0 --- --- 50 100 850
C1 0.5 50 --- 50 100 800
C2 1.0 100 --- 50 100 750
C3 2.0 --- 20 50 100 830
Cc4 4.0 --- 40 50 100 810
C5 8.0 --- 80 50 100 770
C6 12.0 --- 120 50 100 730

Para la evaluacion de la linealidad en el sistema, se utilizé6 100 pL de agua

desionizada en lugar del plasma de rata.

6.3.3.3 Precision y Exactitud

Para evaluar la precision y exactitud del método se prepararon controles
gue estuvieran dentro de las concentraciones de la curva de calibracion

correspondientes a una concentracion baja, media y alta (Tabla 4).

Se calculé el promedio del porcentaje de recuperacion y el % CV con
respecto a la cantidad nominal en cada punto, el cual no debe ser mayor a 15 %.

47



Tabla 4. Puntos Controles para determinar la precision y exactitud del método.

M1 0.8 80 50 100 770

M2 3.0 --- 30 50 100 820
M3 10.0 --- 100 50 100 750

6.3.3.3.1 Analisis intra-dia (Repetibilidad)

Se prepararon controles por sextuplicado en un mismo dia, las sefiales se
interpolaron en la curva de calibracion obtenida en el dia del analisis, para de este

modo determinar la cantidad cuantificada y el porcentaje de recuperacion.

6.3.3.3.2 Analisis inter-dia (Reproducibilidad)

Se prepararon controles por duplicado durante 3 dias subsecuentes, se
determiné la cantidad cuantificada de farmaco por interpolaciéon en la curva de

calibracion de cada dia del analisis.

6.3.3.4 Limite inferior de Cuantificacién (LIC)

El limite inferior de cuantificacion corresponde a la concentracion més baja
dentro de la curva de calibracién, la cual corresponde a 0.5 ug/mL (C1). A la cual
también se le evalud la precision y exactitud intra-dia e inter-dia de este punto,

como se describié anteriormente.
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6.3.3.5 Limite de Deteccidon (LD)

Se analizaron dos concentraciones menores a la concentracion mas baja de
la curva de calibracién, las cuales fueron 0.3 y 0.1 pug/mL. Se prepararon por
triplicado dichas concentraciones a partir de la solucion de naproxeno 10 ug/mL y

se determino la precision y exactitud.

La concentracion de su sefial cromatografica debe ser tres veces mayor al

ruido.

6.4 Estudio Farmacocinético del Naproxeno

El estudio farmacocinético del naproxeno se realizd 1 y 15 dias después de

la cirugia de los grupos experimental y sham.

6.4.1 Administracién del farmaco

La administracion de naproxeno sédico a una dosis de 10 mg/kg de peso (o
el mismo volumen de vehiculo, agua inyectable estéril) se realizé por via
intravenosa a través de la vena femoral, para lo cual se colocé previamente un
catéter de polietileno (PE-50) de 0.58 mm de diametro interno, mediante la

insercion directa de éste en la vena y sujetado adecuadamente.

6.4.1.1 Preparacion de la dosis de naproxeno

Se pesaron 20 mg de naproxeno sédico y se disolvieron en 1 mL de agua
inyectable estéril, obteniendo una concentracién de 20 mg/mL y a las ratas se les
administré una dosis de 10 mg/kg de peso. Esta solucion se preparo al instante de

ser utilizada.
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6.4.2 Toma de muestras

Para la obtencion de las muestras de sangre, se colocé un catéter de
polietileno (PE-10) de 0.28 mm de diametro interno unido a otro catéter (PE-50) de
0.58 mm, mediante la insercion directa de éste en la arteria caudal, localizada en
la cola de la rata, el cual se mantuvo heparinizado durante el estudio

farmacocinético.

Las muestras sanguineas que se tomaron fueron de un volumen de 200 pL,
se realiz6 una toma basal y posterior a la administracién del farmaco o vehiculo
del mismo, se tomaron los siguientes tiempos de muestreo: 5, 15, 30, 60, 120,
240, 360 minutos a través de la canula en la arteria caudal. Las muestras se
colocaron en tubos eppendorf de 1.5 mL de capacidad previamente heparinizados.

Con el fin de mantener el volumen sanguineo circundante se reemplazaba
con solucidn salina fisioldgica el mismo volumen de liquido extraido durante cada

tiempo de muestreo.

6.4.3 Analisis de muestras

Una vez obtenidas las muestras sanguineas, éstas fueron centrifugadas de
manera inmediata para la obtencién del plasma durante 10 min a 9000 rpm, con el
fin de obtener 100 pL de plasma. Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta el

dia de su analisis.

La cantidad de farmaco presente en cada una de las muestras obtenidas
durante la cinética, se procesaron de la siguiente manera: una vez descongeladas
las muestras de plasma, se les adicioné 50 puL de El (diclofenaco) y 850 uL del
extrayente (metanol). Se agitaron en vortex durante 5 min y fueron centrifugadas a

9000 rpm durante 10 minutos, del sobrenadante obtenido se inyectaron 100 pL en
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el equipo cromatografico y se determiné la cantidad de farmaco presente por
medio del procedimiento analitico previamente descrito.

6.4.4 Determinacion de los parametros farmacocinéticos

Se realiz6 la cuantificacion cromatogréafica del farmaco en plasma de las
muestras obtenidas y con la integracion de los datos se construyo el perfil
farmacocinético para realizar el analisis de los parametros farmacocinéticos del

naproxeno.

Los cursos temporales se graficaron y se estimaron por un modelo no
compartamental los siguientes parametros farmacocinéticos como ABCo-t, ABCo-«,
el tiempo de vida media (ti2), la depuracion (Cl) y el volumen de distribucion
aparente (Vd), mediante el programa Win NONLIN version 2.0, conforme a las

siguientes ecuaciones:

ABC 0« = ABC ot + Ciast/ A
tiz=In2/A

Vd=D/ABC 0-«* A
Cl=D/ABC 0=

Donde:

ABC o= Area bajo la curva hasta el tltimo tiempo de muestreo

ABC o--= Area bajo la curva desde la administraciéon del farmaco extrapolada al
infinito

Ciast = Concentracion sanguinea del farmaco en el ultimo punto experimental

A = constante de eliminacion del farmaco

D = Dosis del farmaco administrado
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6.5 Evaluacion del efecto anti-inflamatorio de Naproxeno

Se evaluo el efecto anti-inflamatorio producido por la administracion de
naproxeno sodico a una dosis de 10 mg/kg por via intravenosa a través de la vena
femoral (ver apartado 6.4.1 Administracion del farmaco), en ratas sham y con
LTME.

Para ello, se realizé la prueba de edema inducido por la administracion
subplantar de carragenina 2%, previamente descrito (ver apartado 6.2.1 Induccion
de la respuesta inflamatoria), con la administracion casi simultdnea del farmaco

anti-inflamatorio.

Posteriormente, se realizaron las mediciones del volumen de las patas de la
rata en el pletismometro, siguiendo el procedimiento previamente descrito (ver

apartado 6.2.2 Cuantificacion de la respuesta inflamatoria).

6.6 Analisis Estadistico

Los datos se trazaron en curvas a partir de registros obtenidos en el
pletismémetro durante seis horas después de la inyeccion de CRG. El area bajo la
curva (ABC) se calcul6 mediante el método de los trapezoides para un andlisis

estadistico adicional.
Las comparaciones de los cambios en el volumen de la pata

correspondientes a los datos trazados en curvas se analizaron usando la prueba

de ANOVA 2 vias de medidas repetidas seguida de la prueba de Bonferroni.
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Los valores de ABC entre los grupos de animales se compararon
mediante la prueba de la t de Student o mediante una ANOVA de una via seguido
de la prueba de comparacion multiple de Tukey, segun el numero de grupos

incluidos en la comparacion.

Las comparaciones de los parametros farmacocinéticos se determinaron
mediante una prueba de t de Student entre el grupo lesionado con su respectivo

grupo control.

Los analisis estadisticos y el calculo del ABC se realizaron con Prism V5.

Las diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05.

6.7 Aspectos Eticos

El Comité de Etica en Investigacion del Centro de Investigacion Proyecto
Camina aprobd este estudio. Se hicieron todos los esfuerzos para minimizar el
sufrimiento de los animales y reducir el nUmero de animales utilizados, evitarles
sufrimiento innecesario, asi como proporcionarles las condiciones ambientales

idoneas, para finalmente sacrificarlos sin sufrimiento alguno.

Los experimentos se realizaron de acuerdo con la Guia del Instituto
Nacional de Salud para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio y a los
estatutos de la Ley General de Salud, contenidos en la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccion, cuidados y

usos de los animales de laboratorio (94).
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7 RESULTADOS

7.1 Modelo de Inflamacidén subplantar inducida por carragenina

La inflamacion provocada por la carragenina (CRG) preparada al 2%
administrada de forma subplantar, en la pata superior e inferior del animal, mostré

diferencia significativa comparada con la administracién de solucion salina.

Desde la primera hora posterior a la inyeccién de carragenina en las ratas
sham se observé el hinchamiento de las patas y este aumenté cada hora,
alcanzando el maximo al final del estudio (6 horas después de la inyeccion).
Después de la inyeccidn de solucion salina, los cambios de volumen de ambas
patas fueron minimos. Esta diferencia de volumen entre salina y CRG es
significativa en cada tiempo de registro, excepto en los registros anteriores a 1h
(Figura 11 A).

Se encontr6 que el edema maximo observado en la pata fue a las 6 h
después de la inyeccion de carragenina, tanto en la pata superior (130%) como en

la pata inferior (70%) de la rata sham con respecto a la medida basal de las patas.

El area bajo la curva (ABC) de las graficas obtenidas del registro del cambio
de volumen de las patas con respecto al curso temporal de la inyeccion subplantar

de carragenina, se tomé como medida de la respuesta inflamatoria producida.

El ABC del cambio de volumen (A) de las extremidades superiores e
inferiores comparado con su respectivo grupo control administrado con solucién
salina, mostraron diferencias significativas entre los grupos (promedio (intervalo de
confianza al 95% (IC)): para la extremidades superior, 1.82 (1.46 a 2.17) y 0.21
(0.12 a 0.30) (p<0.001); para la extremidades inferior, 2.92 (2.29 a 3.55) y 0.32
(0.22 a 0.42) (p<0.001), asi mismo al comparar entre los grupos de carragenina de
ambas extremidades, 1.82 (1.46 a 2.17) y 2.92 (2.29 a 3.55) (p<0.001), (Figura 11
B).
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Figura 11. Efecto de la inyeccién de carragenina y solucién salina en las patas de
ratas sham.

A. Circulos: extremidad superior, Cuadrados: extremidad inferior. B. ABC obtenida
durante la prueba de CRG. Andlisis Estadistico: (A) ANOVA de dos vias, post-test de
Bonferroni, (B) ABC: ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey. *** p <0.001.
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No se encontraron diferencias significativas en el ABC de la inyeccion de
solucién salina realizada a uno y quince dias después de la lesiébn sham, en la

extremidad inferior y superior (Tabla 5).

Tabla 5. Areas bajo la curva de la respuesta inflamatoria inducida por la inyeccion

de carragenina subplantar.

Dias Extremidad superior Extremidad inferior
Post Sham LTME Sham LTME
Cirugia | Salina CRG Salina CRG Salina CRG Salina CRG
1 0.21 £ 1.82 0.24 0.73 £ 0.32 £ 2.92 + 0.39 £ 0.63
0.08 0.34 0.08 0.14 0.10 0.60 0.22 0.31
15 0.28 £ 1.79 = 0.24 2.50 = 0.34 £ 3.73 £ 0.42 1.90 =
0.15 0.78 0.09 0.65 0.19 0.57 0.32 0.37

Los resultados se muestran como el promedio +* la desviacién estandar (DE) obtenida.

7.2 Influenciade la LTME sobre la respuesta inflamatoria

7.2.1 Efecto delalesion medular en la etapa aguda sobre la respuesta inflamatoria

local inducida por carragenina

En los grupos correspondientes a 1 dia posterior a la cirugia (etapa aguda),
tanto la extremidad superior (Figura 12 A, B) como en la inferior (Figura 12 C, D)
los animales con lesion medular mostraron una notable ausencia de la respuesta
inflamatoria con respecto a las ratas sham al ser administradas con carragenina
subplantar, (promedio (IC 95%)) de grupos con LTME y sham, 0.73 (0.60 a 0.85) y
1.82 (1.46 a 2.17) (p<0.001), para la extremidad superior; 0.63 (0.35a 0.91) y 2.92
(2.29 a 3.55) (p<0.001), para la extremidad inferior.
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Figura 12. Curso temporal del cambio de volumen de la pata después de la
inyeccién de carragenina en ratas con 1 dia post-cirugia.

Cada punto representa la media + DE para n=6-7 animales. Analisis Estadistico: (A, C)
ANOVA de dos vias, post-test de Bonferroni, (B, D) ABC: Student t test. * p<0.05; **
p<0.01; *** p<0.001, * vs. sham en el mismo sitio, * vs. extremidad superior mismo grupo,
## p<0.001.
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7.2.2 Efecto delalesion medular en la etapa subaguda sobre la respuesta

inflamatoria local inducida por carragenina

En la etapa subaguda (grupos de 15 dias posteriores a la cirugia), la
inflamacion presente por efecto de la carragenina en la extremidad superior en las
ratas lesionadas y sham no presentd diferencias significativa entre ellas, al
comparar los valores del ABC de los animales: (promedio (IC 95%), 2.50 (1.82 a
3.18) para LTME y 1.79 (0.97 a 2.60) para sham, (Figura 13 A, B),

restableciéndose por completo la respuesta inflamatoria en esta region.

En la extremidad inferior la inflamacion observada fue significativamente
menor en la lesibn medular con respecto a las ratas sham (promedio (IC 95%)),
190 (151 a 2.29) y 3.73 (3.12 a 4.33) (p<0.001), (Figura 13 C, D),
restableciéndose aproximadamente un 51%.
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Figura 13. Curso temporal del cambio de volumen de la pata posterior a la inyeccién
de carragenina en ratas 15 dias post-cirugia.

Cada punto representa la media + DE para n=6-7 animales. Analisis Estadistico: (A, C)
ANOVA de dos vias, post-test de Bonferroni, (B, D) ABC: Student t test. ** p<0.01; ***
p<0.001, * vs. sham en el mismo sitio, * vs. extremidad superior mismo grupo, *# p<0.001,

ns: no significativo.
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7.2.3 Efecto del tiempo post-lesion medular en la respuesta inflamatoria local

No se encontraron diferencias significativas en el ABC del cambio de
volumen de la pata (A) entre uno y quince dias después de la lesion medular
posterior a la inyecciobn de solucion salina en extremidades superiores e

inferiores.

Se comparo la respuesta inflamatoria a la inyeccion de carragenina entre
1 y 15 dias después de la lesion medular, las ratas lesionadas mostraron
diferencias altamente significativas (p<0.001) tanto para las extremidades
superiores (Figura 14 A) como para las inferiores (Figura 14 B).

Mientras que en las ratas sham no hubo diferencia entre 1 y 15 dias
después de la cirugia en extremidades superiores (Figura 14 A), y en las inferiores
(Figura 14 B), la diferencia entre ambos periodos fue significativa (p <0.05).

Para comparar las diferencias en la respuesta inflamatoria a la
carragenina entre las extremidades superiores y las extremidades inferiores de las
ratas lesionadas, los datos registrados se convirtieron en porcentaje de
inflamacion tomando como referencia las respuestas obtenidas en las ratas sham
correspondientes. Solo se observé diferencia significativa entre la inflamacion de
las extremidades superiores a los 15 dias, en comparaciéon con los otros tres

grupos de variables (p <0.001) (Figura 15).
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Figura 14. Comparacién de la inflamacién producida en las extremidades entre 1y
15 dias post-cirugia.

Cada punto representa la media + DE del area bajo la curva (ABC) de animales con
cirugia sham y LTME. Analisis Estadistico: ANOVA de dos vias, post-test de Bonferroni, *

p<0.05; *** p<0.001, ns: no significativo.
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Figura 15. Comparacion de la inflamacion producida por CRG entre las
extremidades superiores e inferiores de las ratas lesionadas.

Los datos representan la media + DE del porcentaje de inflamacion estimado
considerando como 100% el volumen de la pata de las ratas con lesion simulada por
separado, para las extremidades superiores e inferiores en cada periodo posterior a la
cirugia. Andlisis Estadistico: ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey. ***
p<0.001.
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7.3 Revalidacion del Método Analitico para la Cuantificaciéon del

Naproxeno

7.3.1 Selectividad

El método analitico por HPLC para la deteccion y cuantificacion de
naproxeno en plasma mostr6 ser selectivo, ya que al comparar los cromatogramas
de la muestra blanco de plasma (Figura 16 A), plasma enriquecido con estandar
interno (diclofenaco) (Figura 16 B), plasma enriquecido con naproxeno y estandar
interno (Figura 16 C), y una muestra obtenida de una rata de experimentacion
(Figura 16 D). Las respuestas obtenidas presentadas como picos cromatograficos
se observaron con una resolucién adecuada, bien definidos y no se traslapaban

entre ellos por lo que no se encontrd ninguna interferencia en su cuantificacion.

En primer lugar, aparece el frente de solvente, seguido por el pico
cromatografico correspondiente al naproxeno, con un tiempo de retencién de 2.8
min. y finalmente el pico del estdndar interno (diclofenaco) a los 5.5 min.

obteniendo un tiempo de corrida aproximado de 6 minutos.
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Figura 16. Cromatogramas representativos.

A, muestra blanco de plasma; B, plasma enriquecido con El; C, plasma enriquecido con

NPX + El; D, muestra de plasma de rata de experimentacion.
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7.3.2 Curvas de Calibracion

Los resultados de las seis curvas de calibracion para el naproxeno se

presentan en la Tabla 6. Los datos representan la relacion de é&reas entre el

analito y el estandar interno, para cada concentracion de naproxeno y el promedio

obtenido de las mismas.

Se analizaron 6 niveles de concentracion de naproxeno para determinar el

coeficiente de determinacion y la ecuacion de la recta correspondiente (Figura 17).

El método resultd ser lineal en el intervalo de concentraciones establecido para la

cuantificacion de 0.5 a 12 pg/mL de naproxeno con una r2=0.9999, y un

coeficiente de variacion de menos del 5 % en cada punto de la curva, cumpliendo
con lo establecido en la NOM-177-SSA1-2013.

Tabla 6. Curva de calibracién del método para naproxeno.

NPX Relacion NPX/EI
(Hg/mL) 1 2 3 4 5 6 PROM Hev
0.5 0.152 0.143 0.136 0.142 0.144 0.141 0.143 + 0.005 3.718
1.0 0.270 0.277 0.279 0.271 0.280 0.264 0.273 + 0.006 2.282
2.0 0.532 0.536 0.548 0.520 0.525 0.542 0.534 +0.010 1.914
4.0 1.054 1.053 1.008 0.962 1.066 1.049 1.032 £ 0.040 3.842
8.0 2.086 2.121 2.098 2.064 2.047 2.097 2.085 £ 0.027 1.270
12.0 3.100 3.067 3.161 3.094 3.063 3.063 3.091 £ 0.038 1.232
r2 1.0000 0.9995 0.9996  0.9993 0.9999 0.9997 0.9999

Los resultados se muestran como el promedio + la desviacion estdndar (DE) obtenida.
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Figura 17. Curva de calibracion para la determinacion de NPX en plasma de rata.

Cada punto representa el promedio de 6 determinaciones + DE.

7.3.3 Precision y Exactitud

Los resultados de la precision y la exactitud del método analitico para la
cuantificacion de naproxeno se muestran en el andlisis realizado intra-dia (Tabla
7) e inter-dia (Tabla 8).

El método fue exacto y preciso en el andlisis intra-dia e inter-dia de las
muestras controles de concentracion alta (10 pug/mL), media (3.0 pg/mL) y baja
(0.8 pg/mL), obteniendo coeficientes de variacion menores al 5% y los porcentajes
de recuperacion o exactitud fueron mayores al 95% con respecto a la
concentracion adicionada de naproxeno, cuyos valores estan dentro del
establecido de 85 -115 %.
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Tabla 7. Precision y exactitud intra-dia para la determinacién de NPX.

Conc. Concentracion Recuperada
Adicionada NPX (png/mL)
NPX %
PROM % CV
(ng/mL) 1 2 3 4 5 6 Recup.
0.8 0.757 0.776 0.769 0.769 0.791 0.743 0.767+0.016 2.143 95.918
3.0 2918 2.987 2.987 2987 2934 2987 2.967+0.032 1.069 98.887
10.0 9.877 9.877 9.941 9.978 9.994 10.157 9.971+0.103 1.037 99.708

Los resultados se muestran como el promedio * la desviacion estandar (DE) obtenida.

Tabla 8. Precision y exactitud inter-dia para la determinacién de NPX.

Conc. Concentracion Recuperada
Adicionada NPX (png/mL)
NPX Dia %
PROM % CV
(ug/mL) 1 2 3 Recup.
0.8 0.757 0.776 0.846 0.843 0.770 0.784 0.796 +0.038 4.817 99.507
3.0 2918 2.987 3.031 2967 3.103 3.050 3.009+0.065 2.174 100.312
10.0 9.877 9.877 9.903 10.462 10.204 9.676 10.00+0.283 2.826 99.999

Los resultados se muestran como el promedio * la desviacién estandar (DE) obtenida.
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7.3.4 Limite Inferior de Cuantificacion

El limite inferior de cuantificacion del método se establecid como la
concentracion mas baja dentro de la curva, de 0.5 pg/mL de naproxeno. Se
analizé por quintuplicado, mostrando exactitud y precision en el analisis intra-dia e
inter-dia con coeficientes de variacion menores al 20% y porcentajes de

recuperacion entre 80-120%, como lo establece la norma (Tabla 9).

Tabla 9. Determinacidon del limite de cuantificacion de NPX.

Conc.
Adicionada Concentracién Recuperada
NPX NPX (ug/mL) il SRSTEE
(ug/mL) Recup.
Repetibilidad (intra-dia)
1 2 3 4 5 6
0.501 0.467 0.462 0.477 0.462 0.457 0.471+0.016 3.491 94.172
0.5
Reproducibilidad (inter-dia)
1 2 3
0.501 0.467 0.523 0.546 0.470 0.456 0.494 +0.036 7.211 98.747

Los resultados se muestran como el promedio + la desviacién estandar (DE) obtenida.

7.3.5 Limite de Deteccion

Para establecer el limite de deteccibn se analizaron por triplicado
concentraciones menores al LIC siendo estas de 0.3 y 0.1 pug/mL. En ambos casos
se logré detectar el naproxeno en el sistema cromatografico, con CVs menores al
20% vy porcentajes de recuperacion entre 80-120% mostrando precision y

exactitud conforme a la norma (Tabla 10).
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Tabla 10. Determinacion del limite de deteccion de NPX.

Conc. Concentracion Recuperada
Adicionada NPX (ng/mL)
NPX %
PROM % CV
(ug/mL) 1 2 3 Recup.
0.3 0.281 0.340 0.316 0.312 + 0.030 9.560 104.106
0.1 0.098 0.133 0.097 0.109 + 0.020 18.606 109.308

Los resultados se muestran como el promedio +* la desviacién estandar (DE) obtenida.

7.4 Efecto de la LTME sobre la farmacocinética del naproxeno

Una vez validado el método analitico para cuantificar el naproxeno en plasma
de rata, se realiz6 el estudio farmacocinético con el fin de determinar la influencia
de la lesion medular a nivel T9 y, en la etapa aguda y sub aguada (1 y 15 dias
después de la cirugia, respectivamente) de los grupos experimental y sham como
testigo.

Las muestras de plasma obtenidas fueron procesadas y analizadas de
acuerdo al método establecido para la cuantificacién de naproxeno en plasma, una
vez obtenidas las concentraciones en plasma para cada tiempo de muestreo se
construyd el perfil farmacocinético y se estimaron los parametros

farmacocinéticos.

7.4.1 Perfiles y parametros farmacocinéticos de los grupos controles

Se compararon los perfiles farmacocinéticos obtenidos de las ratas de los
grupos controles a un dia y a 15 dias. Como se observa en la Figura 18 no hubo
diferencias en los perfiles de ambos grupos y, al calcular y comparar los
pardmetros farmacocinéticos de ambos grupos controles no se observaron
diferencias significas en ninguno de los pardmetros evaluados (Tabla 11).
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Figura 18. Concentraciones plasmaéticas promedio de naproxeno en plasma de rata
sham a 1y 15 dias post-cirugia.

Cada punto representa el promedio + DE de 6 ratas.

Tabla 11. Parametros farmacocinéticos controles para el naproxeno.

Grupo
Parametro

Sham 1d Sham 15d

A Lambda_z (h) 0.13 +£0.05 0.15 £ 0.06

t 1/2 (h) 5.85+2.15 5.12 +1.85

Vd (L/kg) 0.24 £ 0.05 0.19 £0.03

Cl (L/h kg) 0.03 £0.01 0.03 £0.01
ABC o-t (ug/mL*h) 176.60 * 26.95 202.30 +£39.53
ABC 0« (ng/mL*h) 351.08 + 81.08 389.55 + 122.93

Los datos representan la media + DE.
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7.4.2 Efecto delalesion medular en la etapa aguda sobre la farmacocinética de
NPX

Para determinar el efecto de la lesion medular sobre la farmacocinética del
naproxeno en una etapa aguda de la lesion, se compararon los perfiles
farmacocinéticos obtenidos de las ratas de los grupos control y lesidon a un dia
posterior a la cirugia correspondiente. Como se observa en la Figura 19 no hubo
diferencias en los perfiles (concentraciéon del farmaco vs tiempo) de ambos grupos
y, al calcular y comparar los pardmetros farmacocinéticos de ambos grupos no se
observaron diferencias significas en ninguno de los parametros evaluados (Tabla
12).
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Figura 19. Concentraciones plasmaticas promedio de naproxeno en el plasma de
rata con lesion medular en la etapa aguda (1 dia post-cirugia).

Cada punto representa el promedio + DE de 6 ratas.
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Tabla 12. Parametros farmacocinéticos para el naproxeno después de una lesion

medular en la etapa aguda.

Grupo
Parametro
Sham1d LTME1d

A Lambda_z (h?) 0.13 +£0.05 0.12 +0.05

t /2 (h) 5.85+2.15 6.99 +3.59

Vd (L/kg) 0.24 £ 0.05 0.20 £ 0.02

Cl (L/h kg) 0.03 +£0.01 0.02 £0.01
ABC o (ng/mL*h) 176.60 + 26.95 211.30£32.26
ABC 0-» (ng/mL*h) 351.08 + 81.08 493.40 +211.78

Los datos representan la media + DE.

7.4.3 Efecto delalesion medular en la etapa subaguda sobre la farmacocinética de
NPX

Para determinar el efecto de la lesiobn medular sobre la farmacocinética del
naproxeno en una etapa subaguda de la lesién, se compararon los perfiles
farmacocinéticos obtenidos de las ratas de los grupos control y lesion a 15 dias
posteriores a la cirugia correspondiente. Como se observa en la Figura 20, se
observan diferencias en los perfiles (concentracién del farmaco vs tiempo) de

ambos grupos.

Al comparar los parametros farmacocinéticos de ambos grupos se
observaron diferencias significas en los parametros del volumen de distribucién,
depuracion y en el area bajo la curva, de 0 a t y la extrapolada al infinito (Tabla
13).
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Figura 20. Concentraciones plasmaéticas promedio de naproxeno en plasma de rata
con lesién medular en la etapa subaguda (15 dias post-cirugia).

Cada punto representa el promedio + DE de 6 ratas.

Tabla 13. Parametros farmacocinéticos para el naproxeno después de unalesion

medular en la etapa subaguda.

Grupo
Parametro
Sham 15d LTME 15d
A Lambda_z (h) 0.15 £ 0.06 0.15 £ 0.05
t 1/2 (h) 5.12 +1.85 5.16 + 1.89

Vd (L/kg) 0.19 £0.03 0.34+0.10 *

cl (L/h kg) 0.03 +0.01 0.05 +0.01 *
ABC o (ng/mL*h) 202.30 + 39.53 127.60+27.86 *
ABC 0-» (ng/mL*h) 389.55+122.93 225.63+62.65 *

Los datos representan la media + DE.
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7.4.4 Efecto del tiempo post-lesion sobre la farmacocinética del naproxeno

Para determinar el efecto del tiempo posterior a una lesion medular sobre la
farmacocinética del naproxeno. Se compararon los perfiles farmacocinéticos
obtenidos de las ratas de los grupos lesion un dia y lesion a 15 dias posteriores a
la cirugia correspondiente, como se observa en la Figura 21, desde el segundo
tiempo de muestreo se observan diferencias en el perfil (concentracion del
farmaco vs tiempo) de ambos grupos y esta diferencia de concentracion contintda
siendo evidente hasta el final del muestreo.

Al realizar la comparacion de los parametros farmacocinéticos de ambos
grupos se observaron diferencias significas en los pardmetros del volumen de
distribucion y depuracion, éstos aumentaron con respecto de uno a 15 dias
después de la lesion medular y por consiguiente los parametros que describen la
biodisponibilidad del farmaco como area bajo la curva, de 0 a t y la extrapolada al
infinito, disminuyeron con respecto al tiempo de lesion (Tabla 14).
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Figura 21. Concentraciones plasmaéticas promedio de naproxeno en plasma de rata
con lesién medular a 1y 15 dias post-cirugia.

Cada punto representa el promedio + DE de 6 ratas.

Tabla 14. Parametros farmacocinéticos para el naproxeno después de unalesion

medular en T9.

Grupo
Parametro
LTME1d LTME 15d
A Lambda_z (h?) 0.12 £ 0.05 0.15 £ 0.05
t /2 (h) 6.99 +3.59 5.16 +1.89
vd (L/kg) 0.20 £ 0.02 0.34+0.10 *
Cl (L/h kg) 0.02 £0.01 0.05+0.01 *
ABC ot (ug/mL*h) 211.30+32.26 127.60 + 27.86 *
ABC 0-» (ng/mL*h) 493.40 £ 211.78 225.63+62.65 *

Los datos representan la media + DE.
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Tabla 15. Resumen de los parametros farmacocinéticos del NPX en todos los

grupos experimentales.

Parametro FC

GRUPO |A Lambda_z
(h?)
0.13 %

Sham 1d
0.05

0.12 +
LTME 1d
0.05

0.15 +
Sham 15d
0.06

0.15+
LTME 15d
0.05

t ¥
(h)
5.85 +
2.15
6.99 +
3.59
512+
1.85
5.16 +
1.89

vd
(L/kg)
0.24 +

0.05
0.20 +

0.02
0.19 +
0.03

0.34 +

0.10 +&#

Cl

(L/h kg)

0.03 +
0.01
0.02 +
0.01
0.03
0.01

0.05 +

0.01 &#

ABC ot
(ng/mL*h)
176.60
26.95
211.30 =
32.26
202.30 £
39.53
127.60 +
27.86 &#

ABC 0=
(ng/mL*h)
351.08 £
81.08
493.40
211.78
389.55 +
122.93
225.63 +
62.65 #

Analisis Estadistico: ANOVA prueba Tukey. +, diferencia significativa con respecto al

grupo sham 1d; &, diferencia significativa con respecto al grupo LTME 1d; #, diferencia

significativa con respecto al grupo sham 15d; (p<0.05). Los datos representan la media +

DE obtenida.
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7.5 Efecto anti-inflamatorio del Naproxeno

7.5.1 Efecto anti-inflamatorio de la administracion de Naproxeno IV en ratas con

cirugia sham

En el efecto anti-inflamatorio de la dosis de naproxeno que se administro,
en los grupos sham correspondientes a 1 (Figura 22 A) y 15 (Figura 22 B) dias
post-cirugia se observa una disminucion significativa en el cambio de volumen de

las extremidades registradas durante las 6 horas de experimentacion.

Al evaluar el efecto de la respuesta al naproxeno, se determiné que a 1 dia
posterior a la lesion, la inflamacion disminuyé en alrededor de un 45% en la
extremidad superior: (promedio (IC 95%)) entre los grupos administrados con NPX
y el vehiculo (Veh), 1.00 (0.72 a 1.28) y 1.82 (1.46 a 2.17) (p<0.001); y 66% en la
e inferior: (promedio (IC 95%)) entre los grupos NPX y Veh, 0.98 (0.65 a 1.31) y
2.92 (2.29 a 3.55) (p<0.0001), (Figura 23 A).

La misma tendencia se pudo observar en las ratas de 15 dias después de la
lesion (Figura 23 B), tomando como respuesta inflamatoria maxima (100%) la
obtenida con la administracion del vehiculo (agua inyectable). La administracion
de naproxeno disminuyo un 36% la inflamacién en la extremidad superior, siendo
este cambio no significativo con el obtenido por el vehiculo: (promedio (IC 95%))
entre los grupos NPX 'y Veh, 1.15 (0.76 a 1.53) y 1.79 (0.97 a 2.60). Por otra parte
en la extremidad inferior la respuesta inflamatoria disminuyo un 65%: (promedio
(IC 95%)) en grupos de NPX y Veh, 1.32 (0.86 a 1.78) y 3.73 (3.12 a 4.33),
(p<0.001).
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A 1 dia post-cirugia
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Figura 22. Efecto anti-inflamatorio del naproxeno después de la inyecci6on de
carragenina en ratas sham.

Cada punto representa la media = DE para n=6-7 animales. Andlisis Estadistico: ANOVA
de dos vias, post-test de Bonferroni. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Dia 1

B VEH
4= [ NPX

ABC (D volumen pata)

Extremidad Superior Extremidad Inferior

Dia 15

] NPX

ABC (D volumen pata)

Extremidad Superior Extremidad Inferior

Figura 23. Efecto anti-inflamatorio del naproxeno en ratas sham.

Los datos representan la media + DE. Andlisis Estadistico: Student t test, ***p<0.001, ns:

no significativo.
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7.5.2 Influencia de la LTME sobre el efecto anti-inflamatorio del Naproxeno

En los grupos con LTME 1 dia posterior a la lesion, se observa una
ausencia de inflamacion en ambos extremidades debido a la administracion de
carragenina, por lo que es evidente que no hubo efecto anti-inflamatorio
observable debido al naproxeno (Figura 24 A), por lo que no hubo diferencias
significativa en el volumen de ambas extremidades con la respuesta obtenida con
la administracién del vehiculo: (promedio (IC 95%)) en grupos de NPX y Veh, 0.50
(0.29 a 0.70) y 0.73 (0.60 a 0.85), para la extremidad superior; 0.76 (0.48 a 1.04) y
0.63 (0.35 a 0.91), para la extremidad inferior, (Figura 25 A).

A los 15 dias posteriores a la LTME, se recupera la respuesta inflamatoria
en la extremidad superior y se observa el efecto anti-inflamatorio de la dosis de
naproxeno que se administrd (Figura 24 B), disminuyendo el volumen de la pata
aproximadamente el 33% con respecto a la administracién del vehiculo: (promedio
(IC 95%)) entre el grupo de NPX y Veh, 1.67 (1.42 a 1.91) y 2.50 (1.82 a 3.18)
(p<0.01). En la extremidad inferior, el efecto anti-inflamatorio fue ausente, ya que
al comparar el efecto de la administracion de NPX con respecto a la del vehiculo
no mostré diferencia significativa, (promedio (IC 95%)), 1.94 (1.51 a 2.37) y 1.90
(1.51 a 2.29), (Figura 25 B).

En la Tabla 15 se muestran las areas bajo la curva calculadas de los cursos
temporales evaluados del volumen de la pata de la rata, en la repuesta a la

administracion de naproxeno IV.
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A 1 dia post-cirugia
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Figura 24. Efecto anti-inflamatorio del naproxeno después de la inyeccién de
carragenina en ratas LTME.

Cada punto representa la media = DE para n=6-7 animales. Andlisis Estadistico: ANOVA
de dos vias, post-test de Bonferroni. **p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 25. Efecto anti-inflamatorio en ratas con lesion medular.

Los datos representan la media + DE. Andlisis Estadistico: Student t test, **p<0.01, ns: no

significativo.
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Tabla 16.

de la administracién de naproxeno.

Areas bajo la curva del volumen de la repuesta anti-inflamatoria por efecto

Dias Extremidad superior Extremidad inferior
Post Sham LTME Sham LTME
Cirugia | VEH NPX VEH NPX VEH NPX VEH NPX
1 182+ 100+ 073 050+ | 292+ 098+ 063+ 0.76%
0.34 0.36 0.14 0.27 0.60 0.43 0.31 0.36
15 179+ 115+ 250+ 167+ | 373+ 132+ 190+ 194z
0.78 0.41 0.65 0.26 0.57 0.50 0.37 0.46

Los resultados se muestran como el promedio +* la desviacién estandar (DE) obtenida.
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8 DISCUSION

Las personas con lesion medular son mas susceptibles a padecer procesos
infecciosos en comparacion con la poblacion general. Es bien sabido que después
de una lesion en la médula espinal se desencadena una serie de alteraciones y/o
desregulaciones en diversos sistemas del organismo que pueden persistir a traves

del estado agudo, sub-agudo y en algunos casos cronicos (32).

Cabe destacar el sindrome de deficiencia inmune inducido por dafio en la
meédula espinal (SCI-IDS, por sus siglas en inglés) (35, 36, 95), con lo cual se
incrementa la incidencia y severidad de las infecciones sistémicas, como
neumonia, infecciones urinarias, infecciones en la piel y/o problemas de
cicatrizacion de heridas, disminuyendo la calidad de vida y aumentando la

morbilidad en estas personas (33, 96-99).

La inflamacion local es de las primeras respuestas que el cuerpo tiene para
enfrentar cualquier agente patdgeno, sea bacteriano o viral. Notablemente existen
pocos estudios que evallen la respuesta inflamatoria local en presencia de una
lesion medular y que a su vez hayan demostrado diferencias entre la inflamacién
periférica ocurrida por debajo del nivel de la lesibn como por arriba de éste, y si

estas diferencias se mantienen en los dias post-lesion.

Como antecedentes de este estudio se encuentran los trabajos realizados por
Macneil, et al. (2001), quienes mediante un modelo animal de LM demostraron
que las citocinas producidas en respuesta a un estimulo inflamatorio e inmune se
alteran después de una LM, y estos cambios ocasionan una mayor susceptibilidad
al establecimiento de infecciones de Ulceras por presion, asi como una mayor
probabilidad de shock séptico en el caso de infecciones mas graves (100), y mas
reciente el trabajo realizado por Marbourg, et al. (2017), donde mediante técnicas
de imagen en vivo probaron que la LM afecta el reclutamiento de leucocitos,
principalmente macréfagos, a sitios de inflamacién cutdnea esenciales para la

cicatrizacion de heridas (101).
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Por lo anterior, esta investigacion se realizdé con el objetivo de conocer los
procesos fisiopatolégicos de la inflamacién local en un modelo animal con lesién
medular y con ello poder brindar informacién que en ultima instancia ayude a

desarrollar estrategias para mejorar la calidad de vida de personas con LTME.

8.1 Sobre el disefio experimental de este trabajo

Debido a la gran variabilidad interindividual que se observa en humanos con
lesion medular, el uso de modelos en animales ha sido un recurso util para
identificar los procesos fisiopatologicos involucrados en este tipo de lesion y

realizar pruebas terapéuticas preclinicas.

Usar el modelo de contusién para producir la lesion traumatica en la médula
espinal de los animales fue de gran importancia para el desarrollo de este estudio,
ya que imita las caracteristicas clinicas e histopatologicas de la lesion medular
mas frecuente en humanos, la cual es ocasionada por fractura, laceracion y/o
luxacién de la columna vertebral. Asi mismo, utilizar la cirugia simulada (sham) en
lugar de realizar una laminectomia, se justifica en estudios previos donde se ha
observado que la laminectomia puede causar una lesibn minima a la médula
espinal (102).

Presumimos que evaluar la respuesta inflamatoria con ayuda de modelos
animales, permitira extrapolar el conocimiento generado a humanos con lesion

medular.

El modelo animal de inflamacion provocada por la administracion de
carragenina de forma subplantar, tanto en la pata anterior como posterior, permitio
evaluar la respuesta inflamatoria periférica bajo dos condiciones: &areas

paralizadas y areas con integridad neuroldgica.

La inflamacion inducida por carragenina en la pata de la rata representa un

modelo clasico de formacion de edema e hiperalgesia bien estudiado (103), e
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implica mecanismos neurogénicos y no neurogénicos. En el edema subplantar por
carragenina, la reaccion inflamatoria esta condicionada por la liberacién de
histamina, bradicinina y serotonina, y por la desgranulacion de los mastocitos,
conocida como la primera fase de la inflamacion (hasta 2 h) y en una fase
posterior (2-5 h), los neutroéfilos migran al sitio de inflamacién, se generan especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno y esta sostenida principalmente por la presencia
de las prostaglandinas (PGE1 y PGE2, PGF2) (104).

La respuesta vascular maxima que se llega a observar, en diversos estudios
previamente publicados, ocurre aproximadamente a las 4 horas de la
administracion de carragenina (104). El método del pletismometro induce
inflamacion local aguda altamente reproducible y es empleado cominmente para
medir el edema de la pata en modelos de inflamacién para evaluar diversos

farmacos analgésicos y antiinflamatorios (56, 103).

En estudios diversos previos existe la controversia en cuanto a la dosis
administrada y el tipo de CRG utilizada para provocar un edema subplantar en la
rata (56, 59, 104). En nuestro disefio experimental, la administracion de
carragenina A preparada al 2% confirmé que produce una respuesta inflamatoria
aumentando significativamente el volumen de la pata en ratas con cirugia sham
comparada con la administracion de su vehiculo (solucion salina). Definiendo que
100 pL de carragenina A al 2% intraplantarmente en la pata de la rata produce una
respuesta inflamatoria cuantificable para la evaluacion y el desarrollo de este
estudio. EI maximo nivel de edema observado fue alcanzado entre las 5-6 horas
posteriores a la administracion de CRG, lo que permite afirmar que nuestros
resultados son similares a los obtenidos por otros autores (104, 105) y coincide

con la fase mediada por prostaglandinas.

Presentar los datos obtenidos como el cambio de volumen de la pata de los
animales registrados durante el trascurso del desafio inflamatorio por CRG,
permitié visualizar el incremento gradual del volumen de las patas debido a la
inflamacion con respecto al volumen basal. El calculo del area bajo la curva (ABC)

de los cursos temporales de la inflamacion de los diferentes grupos
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experimentales implicados en el estudio, se realizé con el fin de determinar un
valor integral y cuantificable de la respuesta inflamatoria producida durante las 6

horas, lo que permitié realizar el analisis comparativo de los mismos.

Con respecto al tiempo posterior a la LM, en este trabajo evaluamos un
desafio proinflamatorio en dos fases consecutivas y diferenciables: 1) una etapa
temprana donde el animal experimental presenta arreflexia/hiporreflexia (choque
espinal), donde ocurren cambios sistémicos propios de una condicion critica y
donde predomina el proceso de dafio secundario en la médula espinal, y 2) una
etapa intermedia donde los reflejos han regresado (incluso en forma de
hiperreflexia), donde los cambios sistémicos tienden a estabilizarse y la médula
espinal muestra signos de remodelacion (106).

8.2 Influencia de la LTME en la etapa aguda sobre la respuesta inflamatoria

En este trabajo, utilizando el método del pletismémetro para medir la
inflamacion inducida por CRG en ratas con lesion medular, los resultados indican
gue las alteraciones en la respuesta inflamatoria cambian dependiendo de la
integridad neuroldgica de la region analizada y del tiempo transcurrido después de

la lesion (ver Figura 12).

Es notable el hecho que a un dia después de la lesion (en la etapa aguda),
las ratas que fueron inyectadas con carragenina presentaron nula reaccién
inflamatoria tanto en las extremidades paralizadas como en las integras. De hecho
la respuesta fue similar a la observada cuando solo se les administré solucion

salina bajo la misma condicion experimental.

Las personas con LTME, a menudo se encuentran en un estado inflamatorio
perpetuo de bajo grado (107), que se eleva cuando otras complicaciones de salud

y/o trastornos asociados estan presentes.
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La respuesta inflamatoria local casi nula a la inyeccién de CRG observada un
dia después de la LTME era un resultado esperado como un posible escenario en
areas por debajo del sitio de la lesion (100, 101), pero dicha supresion inflamatoria
en la region neurolégicamente intacta fue un hallazgo inesperado. Por
consiguiente, la incapacidad de las ratas con lesibn aguda para generar una
respuesta inflamatoria, independientemente del estado neurolégico del tejido
sometido al desafio inflamatorio, sugiere que podrian estar implicados tanto los

mecanismos locales como los sistémicos.

La lesibn medular, especialmente en la fase de choque medular, induce una
disfuncién autonémica a una escala sistémica que altera la homeostasis en el flujo
sanguineo y puede conducir a una deficiencia en la circulacién microvascular de la
piel y de otros organos (30, 108) lo que pudiera explicar, al menos en parte,

nuestras observaciones (34).

Se sabe que la microcirculacion desempefia un papel importante para
generar las respuestas inflamatorias. Por lo tanto, las alteraciones en la
microcirculacién sanguinea pueden dar como resultado respuestas inflamatorias
defectuosas (109). Adicionalmente, en lesiones tempranas altas o bajas de la
médula espinal, el flujo microvascular sanguineo disminuye significativamente
como consecuencia del aumento de la resistencia vascular periférica en la piel de
las extremidades anteriores (30). Finalmente, la participacibn de mecanismos
sistémicos, como la hipovolemia y la elevacion del cortisol sérico (100, 110), no

pueden descartarse.

Es posible que la supresién temprana de la reaccién inflamatoria, tanto por
debajo como por encima del nivel de la lesion en la etapa aguda, pueda resultar
de una supresion inmune sistémica, lo que probablemente refleja una combinacién
de diversos mecanismos como:

- la elevacion de las hormonas de estrés durante la lesion aguda con efecto anti-
inflamatorio (110, 111),
- existen funciones inmunes celulares y humorales deficientes (97, 112, 113),

- se presenta la supresion de respuestas inmunes innatas y adaptativas (36),
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- existe una desregulacion de la influencia autonémica y neuroendocrina en la
funcion inmune
- la deplecion de catecolaminas y norepinefrina, y la actividad de glucocorticoides

suprime la inmunidad adaptativa al inhibir la expresion de MHC Il (97).

Se ha descrito que el SCI-IDS ocurre en etapas tempranas (24 h) y es méas
pronunciada durante la primera semana después de la lesion (36), es causada por
la desregulacion del sistema nervioso simpatico y la disfuncion de los 6rganos
inmunitarios, entre otros (29, 110, 114), asi como por la disreflexia autonémica
(34, 115), y el incremento de células mieloides supresoras después de la LM
(116).

La falta de respuesta inflamatoria en estadios agudos que nosotros
observamos, es consistente con los resultados publicados recientemente por
Marbourg et al. (2017), que informaron de una reduccién significativa en la
infiltracion subcutanea de macréfagos después de la inyeccion local de un agente
nocivo (adyuvante de Freund), esto por debajo del nivel de la lesién, en ratones
con seccidén aguda de la médula espinal a nivel toracico alto (101). También con
los datos reportados por Riegger et al. (2007), donde la lesion medular induce
inmunosupresion, siendo mas evidente en los dias 1 a 3 posteriores a la lesion, lo
cual fue atribuido a una reduccién en el patrén de expresion MHC clase Il, que es

responsable de la presentacion de patégenos (36).

8.3 Influencia de la LTME en la etapa subaguda sobre la respuesta

inflamatoria

La respuesta inflamatoria local que se observé 15 dias posteriores a la LM
por encima del nivel de la lesion, fue similar a la obtenida en la misma region de
ratas con cirugia sham, mientras que en extremidades paralizadas, la restauracion

de la respuesta inflamatoria fue de aproximadamente 50% respecto a la

88



inflamacion mostrada en la misma extremidad en las ratas sham (ver Figura 13).
Debido a los distintos patrones de la respuesta inflamatoria entre las extremidades
intactas y paralizadas en la etapa subaguda, el estado neuroldgico parece ser
crucial para el establecimiento de la inflamacion local. Asi también, estos
resultados comparados con los observados en la fase aguda, revelan la
importancia del tiempo transcurrido después de la lesion en la respuesta

inflamatoria inducida.

En la region intacta, la respuesta inflamatoria a la inyeccion de carragenina
se restablece, posiblemente debido a que mecanismos como la microcirculacion
cutanea alterada (30, 108), y el dominio del efecto antiinflamatorio sistémico(100)
ya no se producen en esta etapa. Por otro lado, en las regiones paralizadas,
donde la respuesta inflamatoria permanece disminuida significativamente, las vias
autonémicas centrales que regulan las funciones inmunolégicas/inflamatorias

permanecen interrumpidas.

Ademas, una disminucion en la respuesta celular (macrofagos, células NK,
linfocitos T y B) y en la respuesta humoral (IL-1B, TNFa, IL-6) pueden estar
implicados como mediadores inflamatorios (11, 117, 118). Rigger et al. (2007),
encontré que al final de la etapa subaguda (dia 7) entrando en etapas mas
cronicas (dia 14) de la lesion, varias células y mediadores analizados se

recuperaron hasta niveles casi del testigo (36).

El sistema nervioso simpatico se extiende a lo largo de la médula espinal
lumbar, pero dado que el nivel neuroldgico de la lesion utilizado en el presente
estudio fue a T9, se podria suponer que la inflamacién inducida localmente no se
veria afectada significativamente, ya que la sefalizacibn simpatica de los
principales érganos linfoides, como el bazo, no se veria afectada. El desequilibrio
en la respuesta inflamatoria no sélo es responsable de la predisposicion a
infecciones también, la inflamacion local (al interior de la médula en la zona de
lesion y segmentos adyacentes) ha sido asociada con dafio medular secundario
debido a la expresion de enzimas oxidativas, proteasas, citocinas proinflamatorias

y otros mecanismos considerados dafinos (119).
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Después de una lesién por contusion a la médula espinal aumenta la
excitabilidad intrinseca de las neuronas involucradas en las vias del dolor e
inflamacion, lo que contribuye a la sensibilizacion central dias después del dafio.
Un aumento en el calcio intracelular reduce el umbral de la célula para el disparo,
el sustrato para la sensibilizacion central y las vias en la médula espinal son mas
sensibles a los estimulos (120). Lo anterior podria ser una posible explicacion para
la restauracion de la respuesta inflamatoria observada en la etapa subaguda de
las ratas con lesion, como resultado de la neuroplasticidad que se produce en el
SNC (69).

La participaciébn de mecanismos neurogénicos en las alteraciones tardias
gue observamos es otra posible explicacidon, particularmente en relacion con la
liberacion de neuropéptidos como la SP y CGRP de las fibras nerviosas periféricas
de neuronas sensoriales aferentes primarias, principalmente por reflejos de la raiz
dorsal, los cuales actlan sobre los vasos sanguineos cercanos ocasionando
vasodilatacién y extravasacion plasmatica (51, 52). Se ha demostrado que la
inflamacion neurogénica ocurre después de un insulto inflamatorio local debido a
potenciales de accién conducidos antidromicamente hacia la periferia (45, 46, 52)
y que involucra la activacion del cotransportador Na* K* 2CI- (121). La LM, por
ende, interrumpe la sefalizacion antidromica y por lo tanto, podria afectar la

respuesta neurogénica.

Asi, una respuesta disminuida de la inflamaciéon neurogénica podria estar
involucrada en la falta de respuesta inflamatoria, especialmente en la region
paralizada. La sustancia P, en si misma, no es un potente agente inflamatorio,
pero en presencia de ceélulas apropiadas atraidas por un irritante como el
carragenano, este neuropéptido puede estimular la liberacion de varios

mediadores inflamatorios, que a su vez producen una respuesta inflamatoria (122).

Los mecanismos que explican como LM altera la inflamacion en etapas

subagudas no se estudiaron en este trabajo, pero se pueden considerar varias
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posibilidades. La interrupcion de la funcion sensorial, que podria ser un
mecanismo neuronal involucrado, el cual se pudiera probar en estudios futuros, al
cortar las raices dorsales sensoriales. Se sabe que la estimulacion perjudicial de
los nervios sensoriales produce la liberacion local de neuropéptidos y otros
mediadores que pueden causar vasodilatacion e incrementar la permeabilidad
capilar que conduce a signos inmediatos de inflamacion(51) y también puede
modificar la funcién inmunoldgica(123). Este proceso, conocido como inflamacién
neurogénica, puede ser modulado por fibras nerviosas simpaticas

postganglionares(45).

Presumiblemente, como es el caso con los anestésicos locales, la lesion
medular atenua la inflamacién neurogénica al limitar la liberacion local y el
transporte axonal de mediadores de la inflamaciéon. Otros posibles mecanismos
que podrian estar implicados en la respuesta inflamatoria atenuada en la etapa
subaguda son: la disminucion de las células inflamatorias locales y asi como de
citoquinas mediadoras de la funcién inmune (100, 101), la deficiencia en la
circulacibn microvascular inducida por la disfuncion autonémica(108) y la

remodelacion morfo-funcional de la vasculatura periférica(124, 125).

8.4 Acercadelaregion o el nivel de lalesion medular

Los resultados de este estudio indican que en la etapa aguda de la lesiéon
medular la inflamacion periférica practicamente se suprime tanto por arriba como
por debajo del nivel de la lesion (T9), donde los efectos observados
probablemente se deben al dominio de los mecanismos de bloqueo de la
inflamacion sistémica sobre la regional. Y al examinar esta misma respuesta en un
intervalo mas largo de 15 dias posteriores a la lesién, la respuesta inflamatoria se
recupera.

Cada vez existe mas evidencia que sugiere que la alteracion de la funcion

inmune después de la LM depende del nivel de la lesion, siendo mas grave cuanto
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mas cefalica (99, 110). Algunos estudios sugieren que la naturaleza del SCI-IDS
puede depender del nivel de la lesion, presumiblemente por la descentralizacion
de la actividad simpatica que ocurre luego de una lesién a nivel medio toracico o
superior de la ME (126). Aunque las consecuencias de la descentralizacion
simpética (nivel de la lesién) con el estado inmunoldgico no se han dilucidado por
completo, los estudios sugieren que mientras mas extensa sea dicha
descentralizacion o desconexion, mayor sera el grado de disfuncion inmune (97,
99, 110, 112, 115). Esto no quiere decir que en lesiones bajas no se presente el
problema, pues precisamente el SCI-IDS como tal, se describi6 a partir de
estudios en animales sometidos a LTME a nivel T8 (36), coincidiendo con el nivel

de la lesion evaluado en este estudio.

Las lesiones de la médula espinal interrumpen las vias autondmicas
centrales que regulan la funcién inmunitaria y endocrina. La mayoria de la
inervacion simpatica del bazo se deriva de los niveles medio-toracicos, por lo que
la lesion en esta regidn o por encima de ella dara como resultado la pérdida del
control supraespinal y una actividad simpatica descentralizada en este 6rgano de
regulacion inmunitaria (126). La disfuncion significativa del bazo esta presente
después de una LM toracica alta (seccion T3), mientras que la LM toracica inferior

(seccion T9) conserva la mayor parte de la funcién esplénica (110, 115).

El dafio a nivel cervical o toracico alto puede dafar estas vias, lo que
alteraria el control descendente de las neuronas simpaticas preganglionares por
debajo de la lesién; como resultado, el control simpatico de los tejidos linfoides
periféricos no estaria regulada por el control supraespinal. De manera similar, la
lesion a niveles toracicos medios dafiaria algunas neuronas simpaticas
preganglionares directamente. La comunicacion periferia-cerebro se ve seriamente
afectada debido a que las vias descendentes y ascendentes se ven afectadas por
LM (29). Por lo tanto, los nervios en segmentos por debajo del sitio de la lesién a

menudo pierden el control apropiado de la médula y el cerebro.
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La disfuncién simpatica puede contribuir en gran medida a la supresion
inmune en personas con LM, dejando al SCI-IDS que aumenta la susceptibilidad a
la infeccion dependiendo del nivel de la lesion (99). La disfuncidn del sistema
nervioso simpatico después de una lesion medular puede ocurrir por dafio fisico
de las proyecciones simpéticas al ganglio simpatico o por alteracion del control
supraespinal a través del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA). Tal influencia
puede conducir a una produccion excesiva de glucocorticoides de la glandula
suprarrenal que causa niveles circulantes elevados y una mayor influencia
iInmunosupresora. Se han demostrado niveles elevados de cortisol, estimulados
por la ACTH plasmatica elevada, en humanos después de una LM y también que
dichos niveles permanecen elevados durante 3 meses después de la lesion (127),
por lo que la participacion de mecanismos como la elevacion del cortisol sérico

(128) no debe descartarse.

Dado el nivel neurologico de lesion utilizado en el presente estudio (T9),
se podria suponer que la inflamacién inducida localmente no se veria afectada
significativamente ya que la entrada simpatica de los principales 6rganos linfoides
no se veria afectada. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la
inmunodepresion sistémica asociada al bloqueo de la entrada simpatica a los
principales érganos linfoides no es un requisito previo para la inflamacion alterada

en regiones por debajo del sitio de la lesion.

8.5 Influencia de la LTME sobre la farmacocinética del naproxeno

Una vez evaluado el efecto de la LTME sobre la respuesta inflamatoria en
ambos estadios posteriores a la lesion, se evalu6 el efecto de la administracion de
un agente anti-inflamatorio, el cual es ampliamente utilizado en la terapia clinica,
teniendo como antecedente que la LTME modifica la farmacocinética de diversos
farmacos (75). A diferencia del trabajo realizado por Garcia-Lopez et al. (2007),
donde analiz6 la farmacocinética del naproxeno utilizando una dosis de 6 mg kg

24 horas después de una contusion severa en T9, no encontrando diferencias en
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la disposicién del farmaco en la etapa aguda de la LM, para este estudio fue
necesario confirmar si a la dosis establecida en el disefio experimental (10 mg kg-
1) esta ausencia de cambios en la farmacocinética del NPX persistia en un estado
subagudo de la LM (15 dias después de la LM). Estas modificaciones en la
farmacocinética muchas veces dependen de una serie de factores como las
caracteristicas fisicoquimicas del farmaco, de la via de administracién, del nivel de

la lesion y del tiempo transcurrido posterior a la lesion(82).

Para este proposito se realizo la validacion conforme a la NOM-177 de un
meétodo analitico que permitiera cuantificar la concentraciéon de naproxeno en las
muestras de plasma de las ratas en cuestion, con el fin de obtener una correcta

interpretacion de los perfiles farmacocinéticos.

El método analitico por HPLC para la deteccion y cuantificacion de
naproxeno en plasma mostré ser selectivo y lineal en el intervalo de
concentraciones establecido para la cuantificacion de 0.5 a 12 pg/mL de
naproxeno con un coeficiente de determinacién de r>=0.9999, asi mismo mostré
ser exacto y preciso en el analisis intra-dia e inter-dia de las muestras controles de
concentracion alta (10 pg mL?), media (3.0 pg mL?') y baja (0.8 pg mL?),
obteniendo coeficientes de variacibn menores al 15% Yy porcentajes de
recuperacion de casi el 100% con respecto a la concentracion adicionada de

naproxeno.

El limite inferior de cuantificacion del método establecido a una
concentracion de 0.5 pug mL*' de naproxeno, mostré6 exactitud y precisiéon en el
analisis intra-dia e inter-dia con coeficientes de variacion menores al 20% y con
porcentajes de recuperacion entre el 80-120% respectivamente, como lo establece
la norma. Para establecer el limite de deteccién se probaron concentraciones
menores al LIC siendo éstas de 0.3 y 0.1 pug mL?, donde sélo la primera
concentracion cumplié con precision y exactitud. Por lo que las condiciones y
pardmetros evaluados para el método analitico fueron los idoneos y confiables

para cumplir con este objetivo.

94



Para determinar el efecto de la LTME en la etapa aguda (1 dia post-cirugia)
y subaguda (15 dias post-cirugia) sobre la farmacocinética del naproxeno después
de la administracion intravenosa de 10 mg kg, se utilizaron grupos testigos a los
cuales se les realizé cirugia sham y a los grupos experimentales se les produjo
una LTME a nivel de T9.

Al comparar los valores obtenidos de los parametros farmacocinéticos de
los grupos controles sham a 1y 15 dias posteriores a la cirugia, no se encontraron
diferencias significativas, lo cual indica que nuestras condiciones experimentales
de trabajo para este experimento fueron las adecuadas para el estudio que

realizamos y no discreparon de lo reportado con anterioridad (129).

La farmacocinética del naproxeno a 1 dia posterior a la LM comparado con
el obtenido por su respectivo grupo control no mostré6 ningin cambio en los
parametros farmacocinéticos que se evaluaron. Por lo que a esta condicion (etapa
aguda), no se ve alterado el comportamiento farmacocinético del naproxeno
debido a la presencia de la lesidon, resultados que coinciden con estudios

previamente publicados, utilizando un experimento similar (75, 130).

En el caso de los grupos correspondientes a 15 dias posteriores a la LM,
los parametros como: volumen de distribucién (Vd), depuracion (Cl), y
biodisponibilidad (ABC oty ABC o0-~) mostraron diferencias significativas al realizar
el analisis estadistico (p < 0.05), siendo éstos comparados con su respectivo
grupo sham de 15 dias. Por otro lado, cuando estos parametros fueron
comparados con el grupo correspondiente a la lesién de 1 dia, se obtuvo la misma
significancia al cambio (p < 0.05), lo que habla de un efecto debido al tiempo

transcurrido después de una LM.

Es destacable la variacion en el volumen de distribucion, el cual al estar
directamente o inversamente relacionado con otros parametros farmacocinéticos
afectd por consiguiente estos mostrando diferencia significativa. EI aumento en el
Vd, por efecto de la lesion a 15 dias, impacto directamente a la depuracion del

farmaco observandose un aumento de dicho parametro (Cl) y por ende,
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repercutiendo en la biodisponibilidad o permanencia del farmaco en la sangre, la
cual disminuy6. No obstante, con el aumento en el Vd, la disminucion del ABC y el
aumento en la Cl observado en nuestros resultados, no mostré6 una disminucion
significativa en la constante de eliminacion (ke o A Lambda_z) como era de

esperarse.

Se ha publicado que la distribucion del naproxeno en el organismo, esta
distribuido en una mayor proporcién en fluidos extracelulares y no se limita solo al
plasma en el cual esta unido a un 99% a proteinas (130). Esta particularidad del
farmaco, pudiera haber sido notada claramente en el aumento del Vd tanto a las
24 horas como a los 15 dias de la lesion, sin embargo solo fue observado en el
grupo de los 15 dias. Esto puede ser explicado en parte, por el hecho que si bien a
las 24 horas posteriores a la LM, durante el choque espinal, existe un volumen de
circulaciéon y un gasto cardiaco bajo, que contribuyen de manera importante para
disminuir el flujo sanguineo a oOrganos y tejidos (16, 30, 31), y que éstas
condiciones estan implicadas en la distribuciébn de farmacos, también existen
mecanismos compensatorios que tratan de llevar nuevamente el organismo
dafiado a condiciones de homeostasis, que pudieron no evidenciar un cambio
significativo en el Vd del naproxeno a las 24 h posterior a la lesiéon. En tanto a los
15 dias posteriores a la lesion los cambios en el volumen de circulacion sanguineo

y gasto cardiaco son diferentes.

El volumen de distribucion depende, entre otros factores, de diversas
caracteristicas fisicoquimicas que condicionan el paso del farmaco a través de las
membranas, como la integridad de las mismas, la cantidad de proteinas
plasmaticas, el peso del individuo, la proporcion de agua por kilogramo de peso
(unidad de superficie corporal) y el estado de hidratacion (131).

Especialmente, las proteinas plasmaticas son un factor importante para la
distribucion de los farmacos y mas para aquellos que se unen en gran porcentaje
a ellas, siendo la albumina la mas abundante y con gran capacidad de fijacion de
sustancias exdgenas. Dentro de los factores que pudieran disminuir la cantidad de

albumina plasmatica se encuentran una cirugia, la edad, la desnutricion grave, etc.
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Debido a que las ratas fueron sometidas a una cirugia para provocar la lesién, asi
como también algunas presentaron cierto grado de desnutricibn y/o
deshidratacion debido al estado de desinterés que presentaban, las ratas tuvieron
una considerable variacion de peso corporal en el proceso, tanto a las 24 h
después de la LM siendo mas evidente en las ratas con 15 dias posteriores a la
LM (ver anexo 1).

Siendo el naproxeno un &cido débil (pKa=4.15) y que se une altamente a
proteinas plasmaticas (99%) (72), niveles bajos de éstas en la sangre
ocasionarian mas farmaco libre, y por lo tanto, se estaria distribuyendo con mayor
facilidad hacia otros compartimientos. Para descartar esta suposicion se
cuantificaron los niveles de proteinas totales (ver anexo 2) y de albumina (ver
anexo 3) en plasma, los resultados que se obtuvieron no mostraron diferencias

significativas entre los grupos experimentales.

Otra causa posible de este aumento del Vd a los 15 dias de la LM, es
debido a que posterior a una lesibn medular suceden cambios anatémicos y
fisioldégicos, como una inestabilidad hemodinamica, cambios en el tono vascular
y/o lo que se conoce como shock distributivo. En el shock distributivo, el tono
vascular se pierde por diferentes causas, y el efecto es una hipovolemia relativa
(pérdida o disminucién del volumen sanguineo). ElI perfil hemodinamico
habitualmente incluye un gasto cardiaco normal o aumentado, resistencia vascular
sistémica disminuida y presion de llenado ventricular izquierdo normal o

disminuida.

La lesibn también ocasiona la disrupcién de ciertas barreras, lo que
facilitaria que el farmaco se distribuya libremente hacia otros espacios, como por
ejemplo, hacia el tercer espacio (espacio intersticial), el cual se produce después
de un traumatismo o de isquemia y representa el secuestro del liquido
extracelular. ElI desplazamiento de liquidos hacia el tercer espacio, donde el
incremento de la permeabilidad capilar da lugar a una pérdida de proteinas y

liquidos desde el espacio extravascular hacia el espacio intersticial.
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8.6 Influencia de la LTME sobre el efecto anti-inflamatorio del naproxeno

Teniendo en cuenta que la velocidad de eliminacion del naproxeno no se
alteraba significativamente debido a la presencia de la lesion medular, ni en etapa

aguda o subaguda, se evaluo su farmacodinamia (el efecto anti-inflamatorio).

En las ratas sin lesién (sham), el efecto anti-inflamatorio del naproxeno
después de la inyeccion de carragenina se observé en ambas extremidades tanto
en los grupos 1y 15 dias posteriores a la cirugia. En las extremidades superiores
la inflamacion disminuy6 alrededor del 35-45% con respecto a la administracion
del vehiculo del naproxeno. Mientras en las extremidades inferiores, el efecto anti-
inflamatorio del naproxeno fue de mas del 60% con respecto al vehiculo. Aunque
en la literatura no existen indicios al respecto, nos atrevemos a especular que las
diferencias en la respuesta inflamatoria y por lo tanto en la respuesta anti-
inflamatoria del naproxeno observada entre ambas extremidades son debido a una
distincibn morfo-anatomica de las patas de la rata en su capacidad de
distensibilidad de las fascias entre las extremidades anteriores y posteriores. Estos
datos sirvieron para tener una referencia del efecto del naproxeno en la

disminucién del volumen de la pata (ver Figura 23).

Sin embargo, no se pudo determinar el efecto anti-inflamatorio del naproxeno
en las ratas con lesion en etapa aguda, ya que la respuesta inflamatoria en ambas
extremidades fue suprimida debido a la lesion, y por lo tanto, no se observaron

diferencias con las ratas lesionadas administradas con el vehiculo.

En la etapa subaguda de la lesion, al reestablecerse diferencialmente la
respuesta inflamatoria entre ambas extremidades, se observo un efecto anti-
inflamatorio parcial del naproxeno. En el caso de la extremidad anterior, la
disminucién de la inflamacién fue de aproximadamente 30% con respecto al
vehiculo, similar al efecto presentado en las ratas sham en el mismo sitio. Mientras
que en la extremidad posterior o paralizada, aunque se restablecio la respuesta

inflamatoria de manera parcial, la administracion de naproxeno no mostré tener
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efecto en esta regidén, y no hubo diferencia con la respuesta obtenida por la
administracion del vehiculo (ver Figura 25).

Los diferentes cambios en el flujo vascular en ambas extremidades fluctian
en los dias posteriores a la lesion (30), lo que pudiera estar ocasionando que el
farmaco no esté llegando a ejercer su accién en las extremidades posteriores
(inferiores). Sugiriendo que, se presenta mas un dominio de los mecanismos de
blogueo de la inflamacion por accién del naproxeno actuando a nivel central, en la
médula espinal, que hacia la inflamacion periférica, ocurrida en la extremidad

posterior.

El naproxeno ejerce su accion anti-inflamatoria mediante la inhibicion de las
enzimas COXs, siendo la COX-2 una enzima constitutiva del cerebro y de la
médula espinal, est4 relacionada con la transmision nerviosa del dolor e
involucrada en los procesos de inflamacion(65, 66). Por lo que en este sentido la
inhibicion de la COX da como resultado una disminucion en la produccion de las
PGs en el sitio de inflamacién local, pero posiblemente con mayor influencia a

nivel espinal en ratas con LM.

8.7 Implicaciones clinicas del estudio

El impacto de la LTME en las respuestas inflamatorias locales es un tema
critico que requiere mayor investigacion, teniendo en cuenta que las personas con
este tipo de lesibn muestran una mayor susceptibilidad a infecciones de diversas
indoles, asi como a complicaciones localizadas como las Ulceras por presiéon e
infecciones de la piel, asociadas a una mala defensa del huésped y la deficiente
reparacion de los tejidos. Es ampliamente aceptado que la inflamacion es una
respuesta bioldgica protectora clave del cuerpo contra los patdégenos y otros
insultos. Los principales propdsitos de la inflamacién son eliminar el agente causal
del dafio, eliminar restos de células y tejidos dafados y promover la reparacion de

los tejidos. La respuesta inflamatoria inicial es también un factor critico en el
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reclutamiento y activacion de células inmunocompetentes, asi como para

proporcionar las condiciones para la reparacion de los tejidos (42).

En el entorno clinico, los trastornos de la piel y los tejidos subcutaneos
son relativamente frecuentes en esta poblacion; lo cual afecta negativamente la
calidad de vida y pueden llevar a complicaciones sistémicas graves (132).
Nuestros resultados contribuyen a comprender las caracteristicas de las
respuestas locales alteradas debido a un desafio proinflamatorio en diferentes
etapas después de la LTME. Podria predecirse que las respuestas inflamatorias
atenuadas daran lugar a una mayor susceptibilidad a las infecciones y retrasaran

la cicatrizacion de la herida en personas con LM (101, 132).

Por otro lado, la terapia farmacologia con AINES es muy frecuente, pero
se desconocia si el efecto farmacoldgico era afectado por la lesion y dependia del
estado de inervacion en donde se producia la inflamacion posterior a un dafio o
insulto tisular. En este estudio descubrimos que un AINES de uso frecuente
(naproxeno) tiene un efecto anti-inflamatorio selectivo hacia regiones que no son

afectadas directamente por el nivel de la LM.

Por lo anterior, estos hallazgos podrian servir como base para realizar
una adecuada farmacoterapia en esta poblacibn en particular, tomando en
consideracion las diversas variables que se analizaron en este estudio como el
estado de inervacion de la zona estudiada, el nivel y el tiempo transcurrido
posterior a la lesion, todo esto con el fin de proponer consideraciones clinicas asi
como un apropiado manejo farmacolégico de las diversas complicaciones que

subyacen a LTME.
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9 CONCLUSIONES

= El método utilizado para inducir inflamacion periférica por inyeccion de
carragenina funcioné adecuadamente para cumplir con los objetivos del

estudio.

= En la etapa aguda de la LTME (1 d):
- La respuesta inflamatoria inducida en la extremidad integra
disminuye significativamente al comparar con sham.
- La respuesta inflamatoria inducida en la extremidad paralizada no se

presenta.

= En la etapa subaguda de la LTME (15 d):
- Larespuesta inflamatoria inducida en la extremidad integra es similar
a la producida en sham.
- La respuesta inflamatoria inducida en la extremidad paralizada es
significativamente menor al comparar con sham y con la extremidad

integra de la rata lesionada.

= La respuesta inflamatoria inducida en la etapa aguda de la lesién es
significativamente menor a la inducida en la etapa subaguda, en ambas

extremidades, siendo més evidente en la extremidad paralizada.

= La LTME no modifica la farmacocinética del naproxeno aplicado por via

intravenosa en etapa aguda.

= En la etapa subaguda se modifican los parametros farmacocinéticos de
biodisponibilidad (ABC t), distribucion (Vd) y depuracién (Cl) en ratas con

LTME comparada con su testigo sham.
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= En la etapa aguda de la LTME, no se observo el efecto anti-inflamatorio del

naproxeno debido a la ausencia de inflamacion en ambas extremidades.

= En la etapa subaguda de LTME, el efecto anti-inflamatorio fue significativo

en la extremidad integra y ausente en la extremidad paralizada.

= La reaccion inflamatoria inducida después de una LTME experimental, esta
significativamente influenciada tanto por el estado neurolégico de la region
expuesta al desafio inflamatorio como por el tiempo transcurrido después

de la lesion.
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10 PERSPECTIVAS

En el presente estudio, hemos investigado el efecto neto de LTME en la
respuesta inflamatoria local a un desafio proinflamatorio. No obstante, los
mecanismos precisos detrds de estos resultados no fueron estudiados. Sin
embargo, se necesitan estudios mecanisticos mas profundos para una mejor
comprension de como la LTME tanto a niveles altos como bajos de la médula
espinal modifican las respuestas inflamatorias. Ademas, nuestras observaciones
se limitaron a 15 dias después de la lesion. En futuros estudios, seria interesante
preguntar qué sucede en las etapas cronicas, cuando la lesion tiende a

estabilizarse.
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12 ANEXOS

Anexo 1: Variaciéon del peso corporal de larata

Durante todo el proceso experimental de la evaluacion de la farmacocinética
de naproxeno, las ratas se pesaron antes de realizarse la cirugia correspondiente

(sham o LTME) y, uno o 15 dias posteriores cuando se utilizaron dichas ratas.

Se calculé la diferencia entre el peso inicial y el peso final de la rata en

experimentacién de cada uno de los grupos, asi como su promedio.
Resultados

En la Figura 26 se observa la variacion del peso corporal de las ratas de los
grupos experimentales, donde se observé una disminucion en el peso de las ratas

sometidas a LTME, siendo mas evidente en las ratas de 15 post-lesion.
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Figura 26. Variacion del peso corporal en los grupos experimentales.
Analisis Estadistico: ANOVA prueba Tukey. *con respecto a sham 1 d, *con respecto a
sham 15 d, #con respecto a LTME 1 d, (p<0.05).
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Anexo 2: Cuantificacion de las proteinas plasmaticas totales

Se realizé la determinacion de proteinas plasmaticas totales por el método
de Bradford en 100 yL de plasma obtenido de ratas sham y con LTME de los
diferentes grupos experimentales.

Método de Bradford

El método de Bradford para la determinacion de proteinas se basa en la
union del colorante azul de Coomasie G-250 a las proteinas. El colorante en
solucion acida existe en dos formas, una azul y otra naranja. Las proteinas se
unen a la forma azul para formar un complejo proteina-colorante con un
coeficiente de extincion mayor que el colorante libre. Este método es sensible de
1-15 pg.

Preparacion del Reactivo de Bradford

El reactivo de Bradford se preparé de la siguiente manera: en un matraz
volumétrico de 1 L se colocaron 100 mL de acido fosférico al 85%, 50 mL de
alcohol etilico 96% y 100 mg de azul de Coomasie G-250, y se llevo al aforo con
agua destilada. Esta solucién se prepar6 un dia antes de ser utilizada y se

mantuvo a temperatura ambiente guardada en oscuridad.
Curva de calibracién

Se preparé una curva de calibracion utilizando albumina bovina sérica (1
mg/mL), se colocaron 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, y 90 uL de albumina en tubos
de ensayo pequefios, se llevaron a un volumen de 100 pL con agua destilada y se
adicionaron 2.4 mL del reactivo de Bradford, se agitd6 durante 30 segundos en
vortex. Las absorbancias de las muestras se leyeron a 595 nm en un

espectrofotometro.
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Se preparé la muestra blanco con 100 pL de agua destilada més 2.4 mL de
reactivo de Bradford y la absorbancia obtenida se resté a las absorbancias de las

muestras.
Manejo de las muestras de plasma de ratas

Se colocaron 100 pL de plasma de rata en un tubo de ensayo por duplicado
y se llevdo a 1 mL con agua destilada, es decir se agregan 900 puL. Se toman
alicuotas de 20 L de la dilucién anterior y se agregan 80 uL de agua, teniendo un
volumen final de 100 yL. Se afiade 2.4 mL de reactivo de Bradford y se agita
durante 30 segundos en vortex, se leen las absorbancia a 595 nm.

Resultados

En la Figura 27 se muestra la cuantificacion de las proteinas totales de las
ratas de los grupos experimentales, donde no se observaron cambios drasticos en

la concentracion de PT entre los grupos.

PT {g/dL)

Figura 27. Cuantificacion de las proteinas plasmaticas totales en los grupos
experimentales.

Los datos representan la media + DE Analisis Estadistico: ANOVA prueba Tukey, *p<0.05.
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Anexo 3: Cuantificacion de la albumina plasmatica

Se realizé la determinacion de la albimina plasmatica por el método de
verde de bromocresol (VBC) en 5 pyL de plasma obtenido de ratas sham y con

LTME de los diferentes grupos experimentales.
Método verde de bromocresol

La albumina se combina con el VDB a pH ligeramente &cido, produciendo
un cambio de color del indicador, de amarillo verdoso a verde azulado
proporcional a la concentracion de albumina presente en la muestra. Este método

es sensible a 1 g/dL.
Reactivos

Se utilizaron los reactivos correspondientes al kit de determinacion
cuantitativa de albumina (marca SPINREACT). Solucién de verde de bromocresol
pH 4.2 (0.12 mmol/L) y calibrador primario de albumina (5 g/dL). Se mantienen a
2-8°C, protegidos de la luz.

Procedimiento

Se colocaron 5 pL del calibrador de albumina en tubos de ensayo pequefios
por duplicado, y se adicionaron 1 mL de verde de bromocresol (patrén), se agité
durante 30 segundos en vortex y se incub6 5 min a 37°C. De la misma manera se
prepararon las muestras por duplicado con 5 uL de plasma de rata. Se preparé la

muestra blanco con 1 mL de verde de bromocresol.

Se leyeron las absorbancias del patron y la muestra a 630 nm, frente al
blanco de reactivo, con un espectrofotometro. El color es estable 1 hora a

temperatura ambiente.
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Célculos

abs Muestra — abs Blanco

abs Patron — abs Blanco 5 (Conc Patrén) = g/dL de Albamina

Factor de conversion: g/dL x 144.9 = ymol/L
Resultados

En la Figura 28 se muestra la cuantificacion de la albumina en las ratas de
los grupos experimentales, donde no se observaron cambios significativos en la

concentracion de ALB entre los grupos.

ALB (g/dL)

Figura 28. Cuantificacién de la albumina plasmatica en los grupos experimentales.
Los datos representan la media + DE. Andlisis Estadistico: ANOVA prueba Tukey,
*p<0.05.
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