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ESTUDIO DE LA FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMIA DE
RACEMICO, R() Y S(+) KETOPROFENO EN UN MODELO
EXPERIMENTAL DE ARTRITIS EN EQUINOS

PALABRAS CLAVE: Ketoprofeno; quiralidad; artritis; equinos; inflamacién;
enantiomeros

RESUMEN

Ketoprofeno es una droga antiinflamatoria no esteroidea del grupo de los acidos 2-
arilpropiénicos y como tal, en su estructura quimica posee un carbono asimétrico que
lo transforma en un compuesto quiral. Por lo tanto existen dos enantidmeros de
ketoprofeno, R(-) y S(+) que deben considerarse como drogas diferentes, aunque en
la actualidad se comercializan unicamente en su forma racémica (50:50). Las
propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de ketoprofeno fueron estudiadas
administrando de forma individual tanto los enantidmeros R(-) o S(+) como la forma
racémica a equinos con una artritis aguda experimental. Se aplicé un disefio de
cross-over de cuatro etapas que permitié administrar a cada animal, en cada periodo,
un tratamiento diferente. Una inyeccién intracarpal de lipopolisacaridos de
Escherichia coli se utiliz6 al comienzo de cada etapa para provocar una sinovitis
aguda en todos los animales mientras que, simultaneamente, uno de los
enantidmeros de ketoprofeno, la mezcla racémica, o un volumen equivalente de
solucidn fisiolégica fueron administrados como tratamiento Unico por via intravenosa.
Muestras sanguineas y sinoviales fueron utilizadas para establecer mediante analisis
cromatografico las curvas de disposiciéon de los enantiémeros de ketoprofeno, y asi
determinar las variables farmacocinéticas. Las propiedades farmacodinamicas de las
drogas fueron evaluadas mediante el estudio sistematico y secuencial tanto de
parametros clinicos (la temperatura corporal, el largo del paso, la circunferencia de la
articulacién inflamada, el angulo en reposo y en flexién de la articulacién artritica)
como de parametros bioquimicos (concentraciones sinoviales de prostaglandina E,
Interleukina 1B, leucocitos, proteinas y glucosaminoglicanos totales), ademas de la
produccion sérica ex vivo de tromboxano B..

La inyeccién intracarpal de lipopolisacaridos provocé signos clinicos de artritis aguda
durante 72 horas en todos los animales, independientemente del tratamiento, con

minimos efectos clinicos sistémicos. Se observé inversion quiral unidireccional del



enantidmero R(-) a su antipoda optica S(+), siendo el porcentaje de inversion
calculado del 19.9 %. Este valor es marcadamente menor al reportado en animales
sanos, asi como, en caballos aplicando el modelo de inflamacién en caja tisular.
Estas diferencias reflejarian la influencia de la severidad del proceso inflamatorio
provocado en este estudio sobre el metabolismo hepatico de los arilpropionatos.

Las tres formas de KTP provocaron una significativa inhibiciéon en la liberacién de
PGE, en liquido sinovial siendo el enantidmero S(+) el mas potente. Las
concentraciones sinoviales de IL-18 aumentaron en los cuatro grupos experimentales
tras la inyeccion de LPS, pero interesantemente el tratamiento con enantiémero S(+)
provoc6 el aumento mas marcado. Las tres formas de ketoprofeno inhibieron
parcialmente la sintesis y/o liberaciéon de glucosaminoglicanos al liquido sinovial.

No hubo diferencias significativas entre grupos en los parametros clinicos aunque el
enantidmero S(+) fue el que mas aminoré los signos clinicos de artritis relacionados
con el dolor, como el largo del paso y la flexién forzada del carpo.

-



PHARMACOKINETICS AND PHARMACODYNAMICS OF RACEMIC,

R(-) AND S(+) KETOPROFEN IN HORSES WITH EXPERIMENTAL
ARTHRITIS

KEY WORDS: Ketoprofen; chirality; arthritis; horses; inflammation; enantiomers

SUMMARY

Ketoprofen is as 2- arylpropionic derivative nonsteroidal antiinflammatory drug
containing a single asymmetric carbon atom. It, therefore, is a chiral compound,
existing as two enantiomers R(-) and S(+). Enantiomers must be considered as
different drug and not different configurations of the same compound, although most
of the products in the market are racemic mixtures (50:50). Pharmacokinetics and
pharmacodynamics of ketoprofen in arthritic horses were studied after administration
of the racemic mixture as well as each individual enantiomer. A four-ways cross-over
design was applied, allowing studying each treatment in each animal. Acute synovitis
was induced administering LPS from E. coli at the beginning of each period. At the
same time animals were dosed intravenously with rac-KTP, S(+)KTP, R(-)KTP or an
equivalent volume of physiological solution. Blood and synovial samples were
withdrawn and analyzed chromatographically for building disposition curves and
estimated the corresponding pharmacokinetic parameters. Pharmacodynamics of
these compounds was evaluated through the systematic and sequential study of
clinical parameters (body temperature, stride length, inflamed joint circumference, and
joint angle at rest and at maximum flexion) as well as sinovial biochemical parameters
(PGE2, IL-1B, leucocytes, proteins and total GAGs). Also, ex vivo serum TxB2
production was studied.

Intracarpal LPS injection induced, independently of the administered treatment,
clinical signs of arthritis in all the animals up to 72 h, with minimal systemic effects.
Chiral inversion of R(-) KTP to its optical antipode was observed, the inversion
percentage being 19.9%. This value is significantly lower to that reported for healthy
horses, as well as for horses when a subcutaneous tissue cage model is applied.
These differences could reflect the influence that the severity of the inflammatory
reaction has on the hepatic metabolism of arylpropionates.
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All three ketoprofen compounds has induced a significant inhibition on PGE2 release
into synovial fluid, S(+)KTP being the most potent. IL-1B synovial concentrations
increased in all the experimental groups, the highest increase was induced by
S(+)KTP. All three KTP compounds partially inhibited synthesis and/or release of
GAGs.

No statistically significant differences were observed amongst groups on clinical
parameters. Although, S(+)KTP treated group showed less severe clinical signs,

specially those related to pain such as, stride length and joint angle at maximum
flexion.



1. INTRODUCCION

1.1 EL PROCESO INFLAMATORIO

1.1.1 Generalidades

El proceso inflamatorio es una reaccién de los tejidos vascularizados para proteger a
los organismos vivos ante una injuria fisica, quimica o infecciosa. La reaccién
involucra componentes celulares - Elie Metchnikoff, 1908 - (150; 173), humorales -
Paul Ehrlich, 1900 - (150) vy tisulares, que provocan una serie de eventos la mayoria
de los cuales estan relacionados y son secuenciales (41). La magnitud y el tipo de
respuesta estdn gobernados por una variedad de sustancias endégenas
denominadas mediadores quimicos de la inflamacion - Sir Thomas Lewis, 1927 - (41;
140). Estas sustancias se liberan o sintetizan en el foco inflamatorio, aunque rara vez
pueden circular a altas concentraciones por el torrente sanguineo y provocar una
reaccion generalizada o sistémica (anafilaxia) que cause la muerte del individuo (25).

La respuesta tisular inicial es un aumento del flujo sanguineo local o hiperemia,
provocada por la dilétacién de los esfinteres precapilares que congestiona las
vénulas post-capilares y altera la permeabilidad de la microcirculaciéon - Boerhaave,
1700  (150; 41). Esto provoca la extravasacion de plasma que trae como
consecuencia un aumento en la concentraciéon celular y estasis en los pequefios
vasos - Julius Cohnheim, 1839-1884 - (150; 41). El aumento temprano y pasajero de
la permeabilidad es iniciado por la accién de aminas vasoactivas, fundamentalmente
la histamina, almacenada y liberada rapidamente desde los mastocitos. Si la reaccién
tisular ante el insulto continda, se presenta una segunda etapa, con una duracién de
dos a cuatro horas, durante la cual aumenta la permeabilidad vascular. Esto permite
que los leucocitos y las proteinas plasmaticas lleguen al foco inflamatorio
atravesando las uniones entre las células endoteliales. Este proceso de transferencia
es faciltado, en parte, por el enlentecimiento del flujo sanguineo, pero
fundamentalmente por la interaccion que existe entre los leucocitos (al comienzo
polimorfonucleares neutrdéfilos y luego eosindéfilos, basdéfilos, monocitos y linfocitos) y
las células endoteliales (41). Dicha interaccién se debe a la expresion de moléculas
de adhesion tanto en la superficie de las células endoteliales (como P-selectina,
ICAM-1 2 y 3, VCAM-1, E-selectina, PECAM-1, MadCAM-1, CD34, GlyCAM-1) como
su correspondiente molécula receptora ubicada en la membrana de los leucocitos

(B-integrinas en todos los leucocitos, L-selectinas en linfocitos, neutréfilos y



eosindfilos, VLA-4 en monocitos, eosindfilos y linfocitos, entre otras) (41; 81; 172;
200). Una vez adheridos al endotelio los leucocitos pueden migrar entre las células
endoteliales hacia el tejido intersticial ya que sufren una deformacién citoplasmatica
que les permite disminuir hasta diez veces su ancho. Ya en el espacio extravascular
los leucocitos migran hacia el foco inflamatorio; este fendmeno se denomina
quimiotaxis y es inducido por la presencia de proteinas de bajo peso molecular,
producidas por microorganismos, o bien fibroblastos, macréfagos u otras células
residentes. El grupo mas importante de sustancias quimioatrayentes lo forman las
quimiokinas que son selectivas, es decir que atraen determinado tipo de células,
hecho que las transforma en un grupo de sustancias de extremo interés (43, 111). De
esta forma los elementos extravasados, ademas de los liberados por el tejido
injuriado, forman el exudado inflamatorio. Este momento del proceso se denomina
inflamaciéon aguda y clinicamente se caracteriza por la presencia de tumor, rubor,
calor y dolor - Cornelius Celsus, Siglo I, AD- (150), ademas de la pérdida total o
parcial de la funcion de_l érgano injuriado - Rudolf Virchow, 1858- (150). Las células
blancas que alcanzaron el foco inflamatorio pueden migrar, fagocitar particulas y
liberar mediadores quimicos o enzimas (52). La fagocitosis y/o la liberacion de
enzimas son los eventos que justifican la llegada de leucocitos al foco inflamatorio. La
fagocitosis es un mecanismo particularmente importante frente a infecciones
bacterianas, mientras que las enzimas pueden provocar cambios estructurales
irreversibles, particularmente sobre tejidos con nula o baja capacidad regenerativa
como por ejemplo el cartilago articular (46). Las particulas que seran fagocitadas
sufren un tratamiento previo denominado opsonizacién, por medio del cual se
favorece la digestion posterior. Las sustancias involucradas son las opsoninas y
dentro de ellas los anticuerpos constituyen el grupo més importante (41; 172). Una
vez que el daifo es controlado se remueven los elementos extravasados y se
remodela el tejido mediante regeneracién, reemplazo por una cicatriz o ambos.
Durante éste periodo la respuesta tisular es clinicamente menos perceptible debido a
la ausencia de cambios vasculares y el Unico signo presente de aquellos de la fase
aguda suele ser el dolor.

1.1.2 Tipos de inflamacién
Tanto el tipo de injuria como las caracteristicas del tejido afectado condicionan la

respuesta inflamatoria. El andlisis de la severidad, distribucién, duraciéon vy



localizacién anatémica de la respuesta ademas del tipo de exudado inflamatorio
permiten caracterizar el proceso. De esta manera se lo denomina enfatizando aquello
que permite reconocerlo por sus detalles histopatolégicos y clinicos. La severidad
hace referencia a la cuantia del dafo al érgano afectado y en definitiva el dafio
potencial al paciente, el cual puede ser minimo, leve, moderado o severo. Si la
distribucién en el tejido afectado es completa se dice que la inflamacion es difusa, si
abarca solamente una zona del érgano se denomina localmente extensiva, mientras
que si el area afectada es Unica y pequeia la lesién es focal y multifocal si son varios
focos rodeados de tejido normal. El tiempo de evolucion del proceso es clinicamente
detectado a través de los cambios vasculares. La etapa hiperaguda comienza con
vasodilatacién y dura pocas horas. La fase aguda se caracteriza por los siguientes
signos clinicos: tumor, es el aumento de tamafo producto de la edematizacién,
linfadenitis e infiltracion celular (predominantemente neutréfilos y ocasionalmente
mononucleares); calor, provocado por la hiperemia; rubor, debido al enrojecimiento
que produce la congestién y/o hemorragia y dolor, basicamente por la sensibilidad
aumentada de las terminaciones nerviosas debido a la presencia de mediadores
quimicos de la inflamacién. Durante la fase subaguda los cambios vasculares son
menos notorios, ademas si bien predominan los neutréfilos, aumenta el nimero de
células mononucleares (linfocitos, macréfagos y células plasmaticas). La inflamacién
crénica ocurre unicamente cuando el proceso se mantiene por varios dias debido a
que el insulto continda (trauma, infeccion, etc.). En estas circunstancias los cambios
vasculares son menos notorios siendo los cambios histopatoldégicos los que
caracterizan esta etapa, basicamente la infiltracién celular de mononucleares
(macréfagos) y/o fibroblastos; fibrosis; remodelacion y neovascularizacion. Las
caracteristicas del exudado inflamatorio, como su concentraciéon proteica y celular
ademas del tipo de células infiltradas conforman una herramienta histopatolégica muy
importante para determinar la duracién, la severidad o incluso el tipo de agente
causal. Asi, cuando el exudado contiene pus la inflamacién se denomina supurativa y
se caracteriza por poseer neutréfilos cuyas enzimas han degradado tejidos del
hospedador, este tipo de inflamacién es frecuente cuando el agente causal es una
bacteria. Se denomina exudado fibrinoso cuando en la fase aguda del proceso
inflamatorio el liquido extravasado contiene fibrina, esto ocurre cominmente dentro
del pericardio y del saco pleural. Cuando el liquido inflamatorio contiene grandes
cantidades de proteina el exudado se denomina seroso y es mas traslicido que el



exudado fibrinoso y que el supurativo. Cuando el exudado inflamatorio contiene
glébulos rojos se denomina hemorragico; necrético cuando contiene tejido
necrotizado; mucoide cuando presenta moco; por ultimo, algunos exudados
contienen caracteristicas histopatolégicas de dos tipos diferentes, de manera que se
denominan de acuerdo a ambas, como la inflamacién fibrinonecrética o la
mucopurulenta. Algunas reacciones inflamatorias contienen exudados con una célula
que lo caracteriza, como el exudado eosinofilico (comuin en alergias) o el exudado
linfocitico en algunas infecciones virales. La localizacién anatémica hace referencia al
érgano afectado, como una carpitis al carpo.

1.1.3 Mediadores quimicos de la inflamacién

Debido a que dentro del proceso inflamatorio se han detallado tanto eventos
vasculares como celulares, un mediador quimico de la inflamacién podria definirse
como una sustancia que promueve los eventos vasculares y/o la llegada de
leucocitos activados al foco inflamatorio (41). Quimicamente-a gran mayoria son
proteinas, pero pueden ser lipidos, aminas o glucoproteinas. Los lipopolisacaridos
(LPS) de la pared bacteriana son potentes inductores de la inflamacién de origen
exégeno, promoviendo tanto los eventos vasculares como celulares. Una gran
variedad de sustancias endégenas posee una o ambas propiedades. Cada mediador
quimico puede realizar mas de una funcién y no existe ningin paso en el proceso
inflamatorio que dependa exclusivamente de un solo mediador, esto garantiza la
respuesta inflamatoria (172). Su distribucién es uniforme en todo el organismo de
forma tal que los mediadores quimicos pueden estar presentes en el foco inflamatorio
cualquiera sea el tejido afectado. Como un sistema de proteccién de los individuos,
los mediadores quimicos de la inflamacién poseen vidas medias cortas, y ademas
para la mayoria de ellos se ha identificado una sustancia inhibitoria presente en el
plasma y en los tejidos (41; 172).

Algunos mediadores quimicos de la inflamacién son sintetizados a priori y
permanecen almacenados en el tejido hasta su liberacién, es el caso de las aminas
vasoactivas como histamina y serotonina (almacenadas en los mastocitos y baséfilos)
cuya liberacién temprana durante la respuesta inflamatoria provoca vasodilatacion,
aumento de la permeabilidad vascular y contraccién del musculo liso (25). Otro grupo
de mediadores es el de las quininas, que se activan mediante una reaccién

enzimatica que, en el caso de la bradiquinina, transforma a un polipéptido plasmatico
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en una cadena de solo nueve aminoacidos. Esta reaccién es activada por el "factor
contacto” también responsable de la cascada de la coagulacién. Las quininas poseen
efecto vasodilatador o vasoconstrictor, ademas de provocar broncoconstriccién, por lo
tanto aumentan la permeabilidad vascular; asimismo, estimulan la liberacién de
histamina y activan la cascada del acido araquidénico promoviendo la sintesis de
prostaglandinas y leucotrienos (140). Por ultimo, la bradiquinina puede provocar dolor
en el foco inflamatorio.

Las quimiokinas son un grupo muy amplio de pequefias proteinas quimioatrayentes
recientemente identificado. Ellas poseen una gran variedad de receptores para
asegurar la migracién leucocitaria al foco inflamatorio, pero ademas, son de extremo
interés ya que cada una es sumamente selectiva con relacion a la célula atraida. Su
presencia es vital en el proceso inflamatorio fundamentalmente en respuesta a
infecciones bacterianas (43).

Las citokinas comprenden un grupo de sustancias capaces de regular de manera
positiva o negativa los procesos de transcripcion intracelulares-de diferentes genes.
De esta manera, aquéllas que favorecen la reaccion tisular frente a la injuria son
capaces de iniciar, mantener y terminar el proceso inflamatorio (41; 43). El subgrupo
mas importante lo forman las interleukinas (IL) aunque también se incluyen en este
grupo a los factores de crecimiento. Si bien quimicamente son glucopéptidos
pequeiios, su sintesis no es sencilla lo que garantiza que no alcancen
concentraciones elevadas en los tejidos (43). Las citokinas ejercen su acci6n de
diferentes maneras: de forma enddcrina llegando via sanguinea a células remotas, de
manera paracrina en células cercanas liberdndose en el medio circundante a la célula
blanco, actuando también en células adyacentes y por ultimo, de manera autécrina
actuando sobre las células que le dieron origen (41; 43). Dentro de las citokinas, la
interleukina 1 (IL-1) ha sido la méas estudiada. IL-1 se aislé de exudados inflamatorios
en la década del 40, y fue denominada "pirégeno endogeno” ya que su inyeccién en
diferentes especies provocaba fiebre (49). Su purificacion en 1970 (47) permitid
descubrir su efecto potenciador de la respuesta de los leucocitos frente a mitégenos y
antigenos (77). Luego, debido a que mas datos confirnaban esos hallazgos se la
denominé interleukina, término que ahora incluye otras citokinas proinflamatorias. IL-
1 se presenta en dos isoformas diferenciadas en principio por su punto isoeléctrico,
ellas son IL-1 alfa y beta. Interesantemente, IL-1 o y B poseen una homologia en su

secuencia de aminoacidos de solo el 30% aunque tanto sus acciones como sus

10
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receptores parecen ser similares (78; 258). IL-1 posee una variedad de propiedades
biolégicas, entre ellas la respuesta de fase aguda fundamentalmente en el higado
(205), el efecto catabdlico tanto sistémico como local, la estimulaciéon de la médula
6sea para liberar neutréfilos, la iniciacion y progresion de lesiones vasculares, la
estimulacion de los linfocitos, etc. IL-1 ha sido estudiada tanto in vitro como in vivo,
fundamentalmente la producida por los condrocitos, sinoviocitos y osteocitos (242;
259) aunque también es liberada por células endoteliales (141; 83), monocitos,
macréfagos vy linfocitos B entre otras células (52). El agregado de LPS a medios de
cultivos de distintas lineas celulares provoca la liberaciéon de IL-1. Basicamente este
mediador quimico es un activador del recambio estructural (turn-over) de la matriz
tisular, por lo tanto, en teoria, su presencia en los tejidos a muy bajas
concentraciones seria un hallazgo fisiolégico. Ademas en la respuesta inflamatoria
articular es un potente inductor de la sintesis de prostaglandina E; en los condrocitos,
sinoviocitos (155) y osteocitos (146), asi como de radicales superéxido, del activador
del plasminégeno tisular, de colagenasa e IL-6; todos eventos +elacionados con el
incremento en la destruccién de la matriz cartilaginosa (122). El factor de necrosis
tumoral (TNF) es otro péptido mediador de la inflamacién (27). In vitro, los
macrofagos, entre otras células, estimulados por TNF liberan al medio de cultivo tanto
IL-1 como PGE: (22).

La importancia de los metabolitos del acido araquidénico, es decir los eicosanoides
(prostaglandinas y leucotrienos) como mediadores quimicos en el proceso
inflamatorio fue comprendida a partir de las investigaciones realizadas por Sir John
Vane en los afios '70 (254; 255). Este investigador demostré6 que las drogas
antiinflamatorias no esteroideas como la aspirina interferian la actividad de la enzima
ciclooxigenasa, la cual cataliza la sintesis de los endoperéxidos ciclicos PGG2 y
PGH2 a partir del acido araquiddnico. Este campo de investigacion adquirié un gran
impulso en los inicios de la década del 90 tras la identificacion de las diferentes
isoformas de ciclooxigenasa (COX-1, COX-2 y COX-3) (42; 223).

El acido araquidénico (C20:4 eicosatetraenoico) es un miembro de la serie omega 6
de los acidos grasos esenciales. Es un tipico acido graso esencial derivado del acido
linoleico (C18:2 w 6) de la dieta a través de reacciones bioquimicas de desaturacion y
elongacion de cadena. El acido araquidénico es el substrato para la conversién
enzimdtica de diferentes mediadores lipidicos como las prostaglandinas (PG), los

leucotrienos (LT), el tromboxano (TX) y PAF. Se acepta que el acido araquidénico
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primero debe ser liberado desde la membrana para ser substrato de los diferentes
sistemas enzimaticos (99; 100). Esta liberacion desde la membrana puede ser
mediada por Fosfolipasa A2 o bien por la accion combinada de Fosfolipasa C y
Fosfolipasa D. La actividad de la enzima endoperéxido sintetasa (ciclooxigenasa o
COX) consiste en dos funciones cataliticas relacionadas. En primer lugar COX posee
una actividad ciclooxigenasa que cataliza la formacion de prostaglandina (PG) G2, y
en segundo término una actividad peroxidasa que cataliza una reduccion de 2
electrones de PGG2 dando origen a PGH2 (99).

Ciclooxigenasa es una proteina situada principalmente en las membranas
microsomales aunque también se encuentra en la cubierta nuclear y frecuentemente
en la membrana plasmatica. Por consiguiente, la produccion celular de
prostaglandinas esta regulada tanto por la liberacién de acido araquidénico mediante
la actividad de Fosfolipasa A2 (o Fosfolipasa C y D) como por la accién de varios
mitégenos, hormonas u otros factores biolégicos (255). La reaccion inicial
ciclooxigenasa sugiere la incorporacion de oxigeno molecular dentro de la molécula
de PGH2, ya que esta; reacciéon no puede llevarse a cabo en ausencia de O2. Esta
reaccion inicial es catalizada por bajas cantidades de hidroperoxidos de acidos
grasos (tono peroxidos) y es suicida, ya que la incorporacién de oxigeno molecular
por la enzima resulta en la inactivacion de su actividad enzimatica (100).

El segundo paso en la conversion de acido araquidénico a PGH2 por COX es la
actividad peroxidasa que cataliza la reducciéon de una variedad de hidroperéxidos a
alcoholes a expensas de reduccion de co-substratos. Si bien la actividad peroxidasa
reduciria todo tipo de perdxidos independientemente de su origen, existe una cierta
preferencia para la reduccién de los hidroperéxidos de acidos grasos, incluyendo
PGG2 (99).

Aunque PGH2 tiene efectos biolégicos (fundamentaimente estimulacion de la
agregacion plaquetaria) los prostanoides con actividad biolégica de importancia, tanto
fisiolégica como patolégica, son formados por actividad enzimatica a partir de PGH2.
Por lo expuesto PGD2 es el resultado de la actividad de PGD sintetasa; PGE2 por
accion de PGE sintetasa o isomerasa; PGI2 por accion de PGl sintetasa; PGF2 por
accién de PGF sintetasa y TXA2 por accién de tromboxano sintetasa (99).

Por lo tanto, la presencia de estas enzimas es la que determina cuales eicosanoides
formara cada célula; por ejemplo la plaqueta y el musculo liso bronquial poseen como
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enzima principal (ademas de COX) tromboxano sintetasa, por lo tanto el eicosanoide
que se formara en estas células sera preferentemente TXA2 (197).

Las prostaglandinas son producidas por una amplia gama de tejidos, conduciendo a
un amplio rango de respuestas biolégicas. Las prostaglandinas se dividen en sub-
grupos identificados con letras, desde la A hasta la J, basado en la naturaleza y
posicién de los substituyentes en el anillo ciclopentano. La presencia y el nimero de
dobles ligaduras en la cadena lateral alquilo son indicadas por el nimero subindice.
Las prostaglandinas se identifican como de series 1, 2 y 3 de acuerdo al acido graso
precursor, de ahi

Serie 1: a partir del acido eicosatrienoico 20:3 (oleico)

Serie 2: a partir del acido araquidénico (eicosatetraenico) 20:4 (linoleico)

Serie 3: a partir del acido eicosapentaenoico 20:5 (linolénico)

La serie 2 incluye las prostaglandinas de mayor importancia biolégica en los
organismos eucariotas. Numerosos estudios demuestran que las prostaglandinas
intervienen en un amplio rango de funciones fisioldgicas y patoldgicas, entre ellas,
respuesta a injuria, .-inflamacién, vasodilatacién/vasoconstriccién, funcién renal,
mitosis, transformacion celular, regulacion de la respuesta inmune, diferenciacion
celular, reabsorcién ésea, implantacion y ovulacion (222).

Identificacion de COX2

Si bien la identificacion de la segunda isoforma de ciclooxigenasa es reciente (222;
125; 126), la existencia de dos unidades enzimaticas diferentes se sospechaba desde
hacia 10 afos. Existen reportes de 1983 donde se observaba un comportamiento
diferente de COX especialmente en la inflamacién, aunque en ese momento las
teorias que se postulaban para explicar esta diferencia se basaban
fundamentalmente en las diferencias en el contenido de substrato de las diferentes
células (100). Los primeros datos concisos sobre la existencia de dos isoformas de
COX surgen en 1990 cuando se clona COX de origen murino y humano (222; 125;
126).

Los estudios de Kujubu et al. (125), demuestran que células epiteliales de traquea en
condiciones de crecimiento estimulado tiene una importante elevacién en su actividad
ciclooxigenasa. Sin embargo cuando se aislé la proteina de 70 Kd correspondiente a
COX y su correspondiente mRNA (2.8 Kb) sus niveles no se correlacionaban con el
incremento de la actividad celular observada. De hecho a través de Northern blots se

detecté un mRNA de 4.0 Kb que mostraba una importante correlacién con el aumento
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de actividad enzimatica observado. Otros grupos de investigacion comenzaron a
informar los mismos hallazgos (222; 224). Posteriormente se observé que la
capacidad de IL-1, LPS y mitégenos de inducir la sintesis de COX era inhibida por
glucocorticoides, pero que este tratamiento tenia efecto nulo sobre el nivel basal de la
enzima (126). Son estas observaciones las que dieron base a la teoria de la
existencia de dos isoformas de ciclooxigenasa; una de ellas constitutiva y otra
inducible.

En el afio 2002 Chandraselkharan y colaboradores (40) demostraron la existencia de
una tercera isoforma de COX, denominada COX3. Si bien se ha descrito su
estructura de manera completa, no existen reportes claros sobre su rol fisiolégico. A
la fecha solo se ha demostrado su alta concentracion a nivel del SNC, lo que hace
sospechar un posible rol relacionado al efecto analgésico central de algunos AINEs,
como acetaminofeno (40).

Comparacién entre COX1y COX2

COX1 es la isoforma <;onstitutiva de ciclooxigenasa. Esta fue inicialmente purificada y
clonada a partir de células de vesicula seminal de carnero. Como su nombre lo indica
esta constitutivamente expresada en la mayoria de los tejidos y en plaquetas
sanguineas. COX1 estd probablemente involucrada en la sintesis del pool de
eicosanoides (PGs y TX) encargados del control “housekeeping” celular, como la
coordinacion de la accién de las hormonas circulantes y la regulacion de la
homeostasis vascular (255).

COX2 o isoforma inducible esta expresada solo en células que han sufrido activacion
celular. Su biosintesis es estimulada por suero, factores de crecimiento y
lipopolisacaridos. Esta expresion como dijimos antes puede ser inhibida por los
glucocorticoides. Todos estos datos llevaron a postular que COX2 estéd encargada de
catalizar la sintesis de las prostaglandinas involucradas en los procesos inflamatorios.
COX1 y COX2 comparten un 65-70% de la secuencia aminoacidica. En general todas
las caracteristicas bdasicas de actividad enzimatica observadas para COX1 se
mantienen en la isoforma inducible. Sin embargo existen caracteristicas que hacen a
ambas isoformas entidades diferentes (222; 125; 126).

a.- Principalmente, el hecho de que el gene de COX2 puede ser inducido por la
mayoria de los mitégenos, de una manera inmediata, mientras que en el caso de
COX1 es pobremente inducida por mitégenos.
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b.- EIl mRNA para COX2 se expresa en células especificas (macréfagos, células
endoteliales, fibroblastos) en presencia de compuestos inductores, mientras que el
mRNA de COX1 tiene expresion mas amplia (255).

c.- EIl mRBNA que codifica COX1 es de 2.8 Kb, mientras que el que codifica COX2 es
de 4.0 Kb (255).

d.- Otra diferencia se observa en la longitud del péptido de sefial N-terminal que el
caso de COX1 es de 23 a 26 aminoacidos y en COX2 es mas corto, alrededor de 17
(224).

Consecuencias de la inhibicion especifica COX2

La identificacion de las dos isoformas de COX ha despertado gran interés en la
investigacion farmacolégica y, especialmente en la industria farmacéutica. Los datos
actuales indican que cuando se usan antiinflamatorios no esteroides se inhiben
ambas isoformas, siendo la inhibicion de COX2 la que conduce a las acciones
terapéuticas mientras que la inhibicion de COX1 es el mecanismo que produce los
efectos téxicos (255). Por lo tanto, en teoria, un inhibidor especifico COX2 pemitiria
tratar el proceso ian;amatorio sin provocar efectos secundarios, especialmente
irritacién y ulceracion gastrica. Es importante remarcar que la mayoria de los AINEs
en el mercado no son especificos y en muchos casos son mas potentes inhibidores
COX1 que COX2 (40; 223; 255).

Con relacion a lo expuesto anteriormente, en los ultimos afos se ha introducido un
nuevo grupo de drogas antiinflamatorias no esteroideas conocido como COXIBs que
incluye compuestos con actividad especifica sobre COX2 (celecoxib, rofecoxib, etc.)
(255). Sin embargo, se debe remarcar que si bien los inhibidores COX2 especificos
poseen ventajas terapéuticas comparados con los inhibidores duales, sus acciones
biolégicas poseen muchos puntos oscuros para investigar, fundamentalmente por el
hecho de que aparentemente, su alcance no se limita a los procesos inflamatorios.
En este sentido, datos preliminares obtenidos en ratones a los que se les ha retirado
el gene de COX2 muestran que estos animales poseen un desarrollo anormal del
rifién, ademas de fibrosis cardiaca y fallas en la ovulacién que provocan infertilidad
en las hembras (142). Ademas, interesantemente se ha demostrado de manera
experimental que estos compuestos retardan la reparacién de las fracturas (264),
dato que ha conducido a la reduccién marcada de su uso en pacientes con artritis.

Asimismo, graves efectos a nivel cardiovascular han conducido a la eliminacién de
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Rofecoxib (Vioxx®) del mercado farmacéutico humano, quizas, como preambulo a la
eliminaciéon completa del grupo.

Otro mediador de gran importancia es el 6xido nitrico (ON). Esta es la molécula mas
pequeina conocida capaz de facilitar el proceso inflamatorio (31). Se origina a partir
de un aminoécido, la L-arginina, el cual en presencia de oxigeno y por la accién de la
enzima 6xido nitrico sintetasa (ONS) libera el nitrégeno para formar ON y L-citrulina
(153). ElI ON tiene accion vasodilatadora y colabora con los mecanismos de defensa
frente a determinados patégenos (5). Puede ser sintetizado por diferentes tipos
celulares (basicamente células endoteliales, macréfagos, monocitos, hepatocitos,
ademas de células de los tejidos articulares) y participar tanto en procesos
fisiologicos como patolégicos (66). Para su sintesis, de manera similar a lo observado
para las prostaglandinas, existen dos isoformas de ONS, una constitutiva (ONSc) vy
una inducible (ONSi), esta ultima presente durante el proceso inflamatorio (55; 229).
Varias sustancias pueden inducir la sintesis de ON durante el proceso inflamatorio,
entre ellas las mas importantes son las citokinas como interferén alfa, interleukina-1
(IL-1) y el factor de nécrosis tumoral alfa (TNFa) (228). EI ON produce dafio en los
tejidos al combinarse con moléculas libres de oxigeno, formando radicales libres con
capacidad oxidativa, basicamente sobre las proteinas que contienen atomos de Fe y
S. No obstante el daiio tisular sobre el hospedador es limitado ya que al igual que

otros mediadores quimicos el ON posee vida media corta y se inactiva en presencia
de sangre.

1.2 ARTRITIS

1.2.1 Generalidades

La inflamacién articular es un problema clinico relevante tanto en humanos como en
perros y caballos. En seres humanos la enfermedad es mas frecuente en pacientes de
edad avanzada aunque existe un tipo de poliartritis inmune que afecta a los jévenes
(artritis reumatoidea). En la clinica equina, la claudicacién es la causa mas importante
que termina prematuramente con la campafa deportiva de los caballos pura sangre de
carrera (214; 184) asi como de caballos que realizan otras actividades deportivas. La
enfermedad articular es la causa mas comun de claudicacion y la entidad patolégica
que genera mas consultas a los profesionales veterinarios de la actividad hipica en
Argentina. El impacto econémico que generan los problemas articulares no ha sido
estudiado en nuestro pais, pero considerando que las carreras de caballos representan
el 17% del ingreso bruto pecuario, su incidencia debe ser importante.
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1.2.2 Anatomia y fisiologia de las articulaciones sinoviales

Una articulacion es la unién de dos o mas huesos o cartilagos por medio de otros
tejidos. Las articulaciones que integran el esqueleto apendicular de los equinos son
en su mayoria del tipo sinovial y se caracterizan por la amplitud de sus movimientos.
Las superficies articulares éseas son lisas, estan formadas por hueso compacto
(lamina 6sea subcondral) y cubiertas por cartilago hialino (cartilago articular). La
capsula articular es el medio de unidn, tiene la forma de un tubo y esta compuesta
por una capa externa fibrosa y una capa interna que es la membrana sinovial. El
espacio limitado por los cartilagos articulares y la membrana sinovial se denomina
cavidad articular y esta ocupada por el liquido sinovial (223). El aporte sanguineo
surge de los vasos articulares que atraviesan la capsula fibrosa y se ramifican en el
subsinovio acompanados por vasos linfaticos y nervios (248). La funcién de una
articulacion es amortiguar el peso y permitir la locomocién. El hueso esponjoso, la
placa de hueso subcondral y el cartilago articular disipan la concusién, la capsula
fibrosa y los ligamentos son los medios de unién, mientras que la membrana sinovial
produce el liquido sinovial el cual nutre al cartilago y lubrica la articulacién. El liquido
sinovial no solamente nutre al cartilago articular sino que también es el medio donde
éste vuelca sus desechos metabdlicos, de modo que la composicién quimica del
liquido sinovial puede ser utilizada para evaluar la salud del cartilago articular (72).

La cdpsula articular estd compuesta principalmente por tejido conectivo con baja
celularidad. La matriz es predominantemente colageno, proteoglicanos, proteinas no
colagenas y agua. La membrana sinovial tiene una lamina propia de tejido conectivo
y una intima formada por un estrato incompleto de una a cuatro capas de sinoviocitos
sin membrana basal. Los sinoviocitos tienen funcién secretoria y fagocitica, siendo
los responsables de la secreciéon de hialuronato que se incorpora al liquido sinovial,
de lubricina que es una glicoproteina que lubrica la superficie del cartilago articular,
asi como de otros compuestos que forman parte de la matriz de la membrana sinovial
(96).

El liquido sinovial es un filtrado plasmatico, la mayoria de sus iones y moléculas
estan presentes en el plasma a excepcion del acido hialurénico que se encuentra a
altas concentraciones (0.5 mg/ml) (215). La permeabilidad sinovial a las pequefas
moléculas esta regulada por el espacio entre los sinoviocitos y por su matriz
extracelular (96). El liquido sinovial contiene menos de 500 células nucleadas por pl;
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las mononucleadas son las mas abundantes, ya que los sinoviocitos, monocitos y
linfocitos constituyen el 90 % mientras que el resto son leucocitos polimorfonucleares
(201).

El cartilago articular es de tipo hialino, su apariencia lisa y traslicida y sus
propiedades elasticas son consecuencia de su alto contenido en agua (70 a 80%). Su
estructura microscépica varia mucho de acuerdo a la edad del animal y a la
articulacién que se estudie pero en general se trata de una densa malla de fibras de
colageno (que forman el 50 % de la materia seca) con una escasa poblacién de
células distribuidas en cuatro estratos. El estrato superficial posee abundantes
condrocitos aplanados y fibras de colageno paralelas a la superficie articular, en la
zona intermedia existen menos condrocitos y el colageno se orienta oblicuamente, el
tercer estrato tiene los condrocitos dispuestos en columnas y el colageno
perpendicular a la superficie articular, y por ultimo, el estrato de condrocitos mas
profundo esta rodeado de matriz calcificada. Si bien los condrocitos forman solo del 1
al 10 % de la masa total del tejido y tienen una capacidad. muy limitada para
multiplicarse, son metabdlicamente muy activos ya que sintetizan los componentes
de la matriz entre los que se encuentran la malla de coldgeno ya mencionada, un 35
% de proteoglicanos, 10 % de glicoproteinas, ademas de minerales y lipidos (249).
Los proteoglicanos son estructuras complejas formadas por un corazén proteico al
que se le adhieren subunidades de carbohidratos sulfatados dispuestos en forma de
cepillo limpiatubos. Los carbohidratos se denominan glucosaminoglicanos (GAGs) y
pueden ser de dos tipos, a) los sulfatados como condroitin sulfato (CS, que es el
predominante) y keratan sulfato y b) los no sulfatados como el acido hialurénico. Los
proteoglicanos quedan atrapados y uniformemente distribuidos en la malla de
colageno ya que su corazén proteico se une al acido hialurénico y éste a su vez se
une al colageno (Fig. 1). Los GAGs tienen la propiedad de repelerse entre si y atraer
grandes volimenes de agua lo que expande la malla de colageno y le otorga al
cartilago propiedades fisicas que le permiten soportar la concusién.

1.2.3 Respuesta articular a la injuria

La artritis puede originarse por un trauma, una infeccién o por alteraciones del
crecimiento (169). Cualquiera sea el origen, los cambios inflamatorios articulares son
respuestas Unicas o combinadas de la membrana sinovial (195) el cartilago articular
(46) y/o el hueso subcondral (117). Dependiendo de la severidad y la duracién del
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Fig. 1 Representacién esquematica de la ultraestructura del cartilago articular equino

insulto puede establecerse una artritis cronica u osteoartritis, término que lleva
implicito una alteracién progresiva y permanente del cartilago articular (166).

La sinovitis es un cambio comun en las articulaciones de los caballos de deporte; asi,
el insulto a la capsula articular estimula al sinoviocito para que libere enzimas
(metaloproteinasas y otras) (225), citokinas (IL1 y TNF), (22) y prostaglandinas
(PGE2) (80). EIl origen de los eicosanoides en articulaciones inflamadas incluye la
sintesis a partir de leucocitos polimorfonucleares, linfocitos, plaquetas, macréfagos
infiltrados y fagocitos tipo A de la membrana sinovial (234). La infiltracién de monocitos,
linfocitos y neutréfilos en la membrana sinovial estd aumentada por la accién de
citokinas sobre la sintesis de sustancias quimioatrayentes (IL-8, proteina quimotactica
de macréfagos (MCP-1)) por las células del endotelio vascular, asi como por el aumento
en la expresion de moléculas de adhesién celular (ICAM-1, VCAM-1) en la superficie de
las células endoteliales (152). Estas proteinas de adhesiéon son especificamente
reconocidas por integrinas en monocitos, linfocitos y neutréfilos.

Los cambios en la ultraestructura del cartilago articular dependen del equilibrio entre
procesos anabdlicos y catabdlicos mediados por citokinas (203). La accién primaria de

IL-1 y TNFo es la estimulacién de la sintesis de metaloproteasas en los condrocitos
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articulares (138), sinoviocitos, (236), macréfagos sinoviales, fibroblastos, macréfagos y
neutréfilos infiltrados. (43). El mecanismo de accién que se ha propuesto sefala que IL-
1 podria aumentar las concentraciones intracelulares de Fosfolipasa A, en los
condrocitos resultando en un aumento de la sintesis de PGE; via COX o leucotrienos
via 5-Lipooxigenasa (82). De esta manera, las metaloproteasas liberadas (colagenasa,
estromelisina y proteoglicanasa [gelatinasa]) degradan el colageno y los proteoglicanos
del cartilago articular asi como del hueso subcondral (183). Ademas se ha observado
una disminucién en la sintesis de proteoglicanos mas que un aumento en su
catabolismo, particularmente en cartilago articular de equinos adultos (203). Se ha
demostrado también que los inhibidores de las enzimas proteoliticas dejan de
producirse en presencia de mediadores de la inflamacién como IL-1, TNF u ON (198).
La fuente mas importante de estas citokinas en la artritis son los macréfagos sinoviales
y los leucocitos infiltrados. En casos de osteoartrosis y artritis reumatoidea una fuente
adicional de citokinas son los osteocitos (43). También ha sido reportada la sintesis de
citokinas a partir de osteoblastos (211).

Las concentraciones de IL-6 se ven aumentadas en liquido sinovial procedente de
articulaciones inflamadas (19); ademas se postula que IL-6 posee un importante rol en
la respuesta inmune frente a infecciones articulares (194). El rol de esta interleukina en
el proceso inflamatorio articular no es claro. Los niveles séricos de IL-6 se elevan en
forma importante durante los procesos inflamatorios (incluido artritis), por lo que se
sugiere que su accion seria sistémica y no local.

Los radicales de oxigeno son gases que demostraron tener poder destructivo sobre
proteoglicanos, coldgeno y acido hialurénico. El rol del éxido nitrico (ON) en
enfermedades articulares se hizo evidente en los ultimos afos. La produccién de ON en
las articulaciones es un fenémeno local, siendo fuentes potenciales de produccién las
células endoteliales de la capsula sinovial, leucocitos infiltrados y células
mesenquimatosas residentes de la articulacién (231). En las articulaciones inflamadas
los neutrdfilos, linfocitos, mastocitos y especialmente los macréfagos son considerados
las fuentes intrarticulares mas importantes de ON. Recientemente se ha demostrado
que los condrocitos (228) y los fibroblastos sinoviales (231) tienen la capacidad de
sintetizar cantidades importantes de ON; en ambos casos la forma inducible de dxido
nitrico sintetasa (ONSi) parece responsable de la sintesis. Los efectos de ON en la
articulacion no son enteramente conocidos. Sin embargo se ha propuesto a esta

molécula como un inductor de apoptosis en condrocitos (24) al igual que un inhibidor de
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la proliferacién in vivo de condrocitos (23). Ademas, existen evidencias de su rol como
inductor de metaloproteasas latentes (228). Adicionalmente, se postula una accién
directa o indirecta (a través de un metabolito) aumentando la degradacion de acido
hialurénico, el cual es conocido por su susceptibilidad a dafos por radicales libres (232).
Todas las acciones mencionadas conducen a la destruccion de la matriz peri y
extracelular del cartilago en el proceso inflamatorio articular. Esto ultimo se hace
evidente a través de estudios comparativos de los niveles de ON en articulaciones
nomales e inflamadas (116; 233; 58) asi como, por la potenciacién de la destruccién de
la matriz cartilaginosa observada cuando se administra un agonista de ON (L-arginina) y
el efecto protector de los compuestos inhibidores de ONS (107; 230; 159; 193).

1.3 MODELOS EXPERIMENTALES

Numerosos modelos experimentales in vivo han sido disefiados para el estudio del
proceso inflamatorio (212; 62) y sus resultados han facilitado el entendimiento del
componente inflamatorio de la artritis. Ademas los modelos experimentales de
inflamacién han sido utilizados para evaluar el efecto antiinflamatorio de algunas drogas
(4; 99; 241; 132; 10; 256).

Los primeros trabajos de investigacién in vivo sobre artritis se realizaron en animales de
laboratorio (53), pero mas recientemente se han utilizado diferentes modelos
experimentales de artritis en equinos que pemnitieron estudiar los cambios inflamatorios
articulares, incluyendo el tipo de células y los mediadores quimicos involucrados (7; 59;
29; 105; 245; 14; 87; 60; 256). La inflamacién aguda de la membrana sinovial o
sinovitis, provocada por la inyeccién intraarticular de lipopolisacaridos (LPS), ha sido
utilizada como un modelo experimental para el estudio de la artritis en equinos (59;
94 ; 194; 256; 257) caracterizada por la liberacién a la cavidad articular de leucocitos,
proteinas, prostaglandinas (fundamentalmente PGE,) y citokinas (IL1 y TNF) lo que
se manifiesta clinicamente por calor, rubor, hinchazén y dolor en la articulacién
inyectada. Las modificaciones clinicas son notorias desde las primeras horas luego
de la inyeccién, disminuyen a partir de las 12 horas y desaparecen luego de 96 h por
lo que la inyeccion intrarticular de LPS puede repetirse en la misma articulacién luego
de cierto tiempo (256). La inyeccidon intrarticular de LPS puede provocar
modificaciones clinicas sistémicas como pirexia, depresién y anorexia, aunque estas
manifestaciones son transitorias y claramente dosis dependientes. Por tanto, la

inyeccion intracarpal de pequefas dosis de LPS permite trabajar sobre un modelo
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mas humano de artritis experimental en equinos, de corta duracién y evolucion
benigna (256)

1.4 DROGAS ANTINFLAMATORIAS NO ESTEROIDEAS

1.4.1 Ketoprofeno. Descripcién

Ketoprofeno (KTP) [acido + 2-(3-benzoilphenyl)propidnico] es un antiinflamatorio no
esteroide perteneciente al grupo de los acidos carboxilicos, subgrupo derivados del
acido 2 arilpropionico (112). Ketoprofeno, al igual que el resto de los miembros de este
subgrupo, posee un carbono asimétrico y, en consecuencia, es un compuesto quiral.

KETOPROFENO [Gcido + 2-(3-benzoilphenyl)propidnica]

N° CAS
N° EINECS
FORMULA

PESO MOLECULAR

PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

ESTADO FISICO
PUNTO DE FUSION
SOLUBILIDAD EN AGU
pk

ESTABILIDAD

1.4.2 Quiralidad

Pasteur introdujo el concepto de estereoquimica en 1848 cuando propuso que la
actividad optica de las soluciones organicas esta determinada por la asimetria de las
moléculas que la componen. La simetria 0 asimetria es una caracteristica de las figuras
geométricas de dos o mas dimensiones (35). Dado que las moléculas se presntan como
figuras tridimensionales, pueden existir en formas simétricas o asimétricas. La base mas
comin de la asimetria molecular es la presencia de un atomo de carbono tetravalente
unido a cuatro ligandos diferentes. Este carbono es, consecuentemente, el centro de
asimetria y por lo tanto la molécula es quiral. Si la molécula y su imagen especular son
no superponibles la relacion entre las mismas es enantiomérica y los dos
esterecisdbmeros son denominados enantimeros (35). Aln cuando cada miembro del
par de enantibmeros difiere del otro en el ordenamiento espacial de los ligandos unidos
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al centro quiral, sus propiedades fisicas (punto de fusion, punto de ebullicién, indice de
refraccion, solubilidad, etc.) son idénticas. La diferencia mas importante entre los
isémeros de un par de enantiomeros es la manera en que éstos interactian con la luz
polarizada. En la luz polarizada el componente eléctrico y los campos magnéticos
oscilan como en la luz comun, excepto en que estan contenidos entre dos planos
perpendiculares. Cuando el componente eléctrico interactia con una molécula
asimétrica, la direcciéon del campo sufre una rotacién. Las sustancias que provocan esta
rotacion son denominadas "6pticamente activas". Dado que los enantidmeros existen
como imagenes especulares, interactian con la luz polarizada de manera
cuantitativamente equivalente pero opuesta (36).

Dos sistemas de nomenclatura han sido desarrollados para describir la configuracion
absoluta de las moléculas asimétricas. El primero de ellos utiliza dos compuestos de
referencia, el enantiémero natural levorotatorio de serina (designado como L-serina) y el
enantimero natural dextrorotatorio de gliceraldehido (designado como D-
gliceraldehido). El segundo sistema de nomenclatura fue introducido por Cahn et al.
en1956 (34). Este sistema se basa en un conjunto de reglas para asignar un orden de
prioridad decreciente a cada uno de los ligandos unidos al carbono asimétrico, siendo el
peso atémico el mas simple. De esta manera, la molécula es vista con el ligando de
menor prioridad mas alejado del observador. Si la direccién de rotacion desde el ligando
de mayor prioridad al de menor prioridad es a la izquierda el enantimero se denomina
S (siniestro) mientras que si la direccion de la rotacion es hacia la derecha la molécula
es R (rectus).

7N 77N

4 1 1 4 2

S configuretion R configuration

Dado que los enantidmeros tienen propiedades fisicoquimicas similares es muy dificil
distinguilos en medios aquirales (239). Sin embargo en medios quirales como el
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organismo, ellos exhiben claras diferencias (35). De hecho, la mayoria de los procesos
naturales son estereoespecificos (35). La estereoespecificidad puede ocurrir en los
procesos fammacocinéticos, en particular en aquellos que utilizan transportadores
proteicos, un receptor o una enzima. Por lo tanto, la estereoespecificidad puede ser
observada en la distribucién, unidon a proteinas plasmaticas, biotransformacion,
excrecion renal, etc. Ademas, la estereoespecificidad también puede ocurrir en los
procesos farmacodinamicos de manera que las diferencias entre enantiémeros pueden
ser tanto cualitativas como cuantitativas (35). Desde el punto de vista cualitativo, cada
enantiomero puede producir un efecto diferente, por ejemplo, en el caso de los
barbitiricos el enantidmero R es anestésico mientras que el S es convulsivante; otro
ejemplo es talidomida ya que el enantiémero R es sedante y el S teratogénico. Desde el
punto de vista cuantitativo ambos enantiémeros pueden producir el mismo efecto pero
con diferente intensidad, o sea potencia. Asi, el enantiomero que provoca la mayor
intensidad de respuesta se denomina eutdémero mientras que el de menor efecto es el
distémero. En el caso especifico de los arilpropionatos el eutomere para la inhibicion de
ciclooxigenasa es el enantiémero S. (130)

El indice eudismico se define como la razén entre las dosis (estudios in vivo) o
concentraciones (estudios in vitro) que producen efectos de la misma intensidad (35).
Por ejemplo para naproxeno el indice eudismico in vitro para la inhibicién de COX es de
70 (130).

1.4.3 Mecanismo de Accion

Las acciones de los AINEs han sido atribuidas principalmente a su capacidad de inhibir
prostaglandina endoperdxido sintetasa (ciclooxigenasa) (254). Tal como se describié
anteriormente, ciclooxigenasa es la enzima que cataliza la conversién del &cido
araquidonico a los endoperdxidos ciclicos, es decir prostaglandina (PG) G y PGH. y a
partir de éstos la sintesis de los eicosanoides proinflamatorios PGE; y PGl.. En los
comienzos de la década de 1990, aparecieron los primeros reportes de la existencia de
dos isoformas de ciclooxigenasa. Ciclooxigenasa 1 (COX-1) es la forma constitutiva de
la enzima. Esta fue inicialmente purificada y clonada a partir de glandulas seminales
ovinas. COX-1 se halla constitutivamente expresada en la mayoria de los tejidos y
plaquetas (222). Esta isoforma esta implicada, probablemente, en las funciones
reguladoras celulares o "housekeeping" como la coordinacién de la actividad de las

hormonas circulantes y de la homeostasis vascular (24; 118; 224).

24



25

Ciclooxigenasa 2 (COX-2) o inducible comparte cerca del 62% de homologia
aminoacidica con COX-1 (255) pero a diferencia de COX-1 se expresa solo tras la
activacion celular (263; 125; 42). De esta manera, la biosintesis de COX-2 es
estimulada por suero, factores de crecimiento y lipopolisacaridos (222). Las
observaciones que demostraron que COX-2 es inducida por mitégenos y mediadores de
la inflamacion y que su expresion es inhibida por glucocorticoides (126; 28) sugieren
que COX-2 puede producir los prostanoides involucrados en el proceso inflamatorio
(255; 115).

Existe un gran numero de reportes acerca de otras acciones de los AINEs
independientes de la inhibicién de ciclooxigenasa. Por ejemplo, ha sido demostrada la
capacidad de este grupo de faémacos de modificar el estallido oxidativo inducido por un
amplio rango de estimulos en neutréfilos humanos (246) y bovinos (132). También su
potencial para inhibir la liberacion de B-glucuronidasa por neutréfilos humanos (258),
bovinos (127) y equinos (128) ademas de sinoviocitos equinos estimulados con
lipopolisacaridos (96) ha sido reportado. Ademas, una accién disruptiva de estas drogas
en las interacciones moleculares dentro de la membrana plasmatica e interrupcién de la
transduccién a nivel de proteina G han sido propuestas como mecanismos de accién
altemativos (3).

1.4.4 Fammacocinética

Con respecto a su farmacocinética todos los AINEs son quimicamente acidos débiles
por lo que se encuentran en forma no ionizada en medios acidos, como el estémago.
En consecuencia tienen buena absorcion oral, llevandose a cabo principalmente en el
estomago. Aun cuando en equinos se administran tanto por via enteral como
intravenosa, la biodisponibilidad de estos compuestos es generalmente alta,
independientemente de la via de administracién (136). Estas drogas, por ser acidos
débiles, se encuentran en forma disociada en plasma lo que reduce su capacidad de
atravesar membranas. Asimismo y quizas mas importante es el alto grado de unién a
proteinas plasmaticas de los AINEs. Para la mayoria de ellos el porcentaje de unién a
proteinas, fundamentalmente albumina, supera el 90%. Esto ultimo, en principio
podria parecer una desventaja, sin embargo no lo es. Recordemos que estos
fimacos se indican para el tratamiento de la inflamacién y que un sitio inflamado
posee aumentada la irrigacion sanguinea como consecuencia de la vasodilatacion
inducida por los mediadores de la inflamacién. Es por esta razén que durante el
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proceso inflamatorio las membranas endoteliales son atravesadas por estructuras de
mayor tamafio como las albuminas, las cuales traen asociadas las moléculas de
AINEs. Esto hace que el aumento de la permeabilidad vascular provoque una
"‘administracion directa" en la zona de accion (130).

Debido a su distribucién, los AINEs acceden al higado, érgano primario para su
metabolizacién. En general, estos famacos sufren  metabolismo de fase |,
principalmente oxidacién, seguido por reacciones conjugativas de fase |I,
fundamentalmente conjugacion con acido glucurénico y glicina. Para la mayoria de
los AINEs los metabolitos producidos tras la oxidacién son inactivos. Adicionalmente,
los profenos en particular (incluido KTP), sufren un proceso metabdlico de inversién
quiral a nivel hepatico que determina la transformacién del enantiémero R(-) a su
antipoda o6ptica S(+). El mecanismo de inversiéon quiral ha sido propuesto por
Nakamura et al. en 1981 (186), y consiste en la conversién enantioselectiva del
enantibmero R(-) a su acilCoA tioester, este proceso resulta en la activacion del
proton o -metin el cual es tanto esteratico como benzilico.- El acilCoA puede,
entonces, seguir uno de los siguientes tres procesos, a saber: a) Racemizacién del
centro quiral. En este caso el racemato acilCoA producido, se hidroliza para dar una
mezcla de enantibmeros R y S del arilpropionato original (106); b) Hidrélisis con
retencién de la configuracién, por lo que se produce el R-propionato original (106) o
¢) Acil transferencia del profeno a un triglicérido hibrido, provocando la retencién del
propionato en el tejido adiposo (261).

Tras la metabolizacién, los AINEs se excretan fundamentalmente por filtracion renal.
De esta manera, debido a que son acidos débiles, cuando la orina es alcalina la
excrecion aumenta en forma notoria, por eso la vida media de estos compuestos es

mas corta en los herbivoros comparado con los camivoros.

1.4.5 Toxicidad

Con respecto a sus efectos secundarios o téxicos, es importante recordar que las
prostaglandinas son compuestos ubicuitarios y la capacidad para su sintesis esta
ampliamente distribuida en el organismo. Todas las células, con excepcién de los
eritrocitos, poseen el sistema enzimatico que les permite sintetizar prostaglandinas.
Las prostaglandinas tienen una amplia gama de funciones, tanto fisiolégicas como
patolégicas, y como se ha mencionado previamente, algunas son mediadas por COX-
1y otras por COX-2. Los efectos toxicos mas estudiados de estos compuestos son
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aquellos relacionados a la inhibicién de COX-1 y son particularmente importantes en
el hombre. De esta manera, si los AINEs son utilizados en dosis adecuadas los
problemas de toxicidad en equinos son poco comunes (136). La irritacién géastrica
tras la administracién de AINEs puede ser consecuencia de una disminucién local en
la concentracion de PGs, tanto de las encargadas de inducir la liberacién del mucus
protector y de bicarbonato (PGE,), asi como de las encargadas de modular la
imigacién de la mucosa gastrointestinal (PGly). Otro sitio donde la actividad de la
prostaglandina es imprescindible es en el rifdén, especificamente cuando se ha
activado el sistema adrenérgico (por ejemplo en casos de deshidratacion). En tales
casos, las prostaglandinas modulan la actividad vasoconstrictora de los mediadores
adrenérgicos impidiendo el desencadenamiento de una insuficiencia renal (130).

1.4.6 Usos y contraindicaciones

Los AINEs son utilizados ampliamente en la clinica veterinaria tanto en caninos como
en equinos e incluso bovinos (85; 86). Una gran variedad de procesos patologicos
son tratados mediante el uso de estas drogas ya que sus efectos clinicos son utiles
tanto como terapia resolutiva de los procesos inflamatorios agudos, como preventivos
en el periodo prequirdrgico, asi como paliativos en procesos crénicos por su poder
analgésico (33; 137; 260). En equinos de deporte su utilizacibn es muy amplia
fundamentalmente en las patologias musculo-esqueléticas y entre ellas la artritis es
sin dudas la mas comun. Por tal motivo algunos AINEs son particularmente
estudiados investigando sus efectos sobre el cartilago articular ya que su uso
prolongado podria dafar la matriz cartilaginosa. Ademas sus efectos antipiréticos son
beneficiosos en animales con fiebre, de esta manera se utilizan como terapia de
apoyo durante las infecciones. Un grupo pequefio de AINEs tiene efecto beneficioso
frente a cuadros clinicos de endotoxemia que son muy frecuentes en equinos. Por
ultimo, el potencial para inhibir la sintesis de tromboxano A; en plaquetas
(fundamentalmente de aquellos AINEs que inhiben COX-1) ha intentado ser
aprovechado clinicamente en el tratamiento de procesos isquémicos en equinos. Sin
embargo, el efecto inhibidor de la coagulaciéon es raramente observado con dosis
terapéuticas.

Por lo expuesto en cuanto a su mecanismo de accion, las drogas AINEs estan
contraindicadas en pacientes con ulcera gastrica o con alto riesgo de padecerla
(potros lactantes). Ademas los animales deshidratados (como los que padecen célico,
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diarrea, hemorragias, etc.) pueden sufrir un cuadro de isquemia renal. Ademas,
debido a su metabolismo hepatico los AINEs deben dosificarse criteriosamente en
pacientes con enfermedad hepatica avanzada.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 DISENO EXPERIMENTAL

2.1.1 Animales
Para este estudio se utilizaron seis equinos mestizos, cinco hembras (animales A, B,
C, Dy E) y un macho castrado (animal F) sin signos previos de enfermedad articular,

con un peso promedio de 285 +45 kg y edades entre 3 y 9 afos.

2.1.2 Manejo

Los equinos fueron estabulados en pesebres contiguos de cemento de 6 m? de
superficie, con paredes de 1.5 m de alto y cama de viruta de madera blanca. La
racién de concentrados (granos de avena a razén del 1% del peso de cada equino)
fue suministrada dos veces al dia (5 y 17 h) mientras que el heno de alfalfa y el agua
fueron administrados ad libitum. Con el propdsito de adaptar los animales a sus
nuevas condiciones de vida, los equinos fueron incluidos en un plan de
adiestramiento que consistié en paseos y ensayos de mansedumbre durante un
periodo de 40 dias previos al inicio de la experiencia. Durante la ultima semana de
este periodo, en forma diaria, se procedioé a evaluar los diferentes parametros clinicos
(ver luego) a efectos de crear una linea basal de registros para cada uno de ellos.

2.1.3 Disefio

Se utilizé un disefio de cross-over de cuatro periodos en el cual cada caballo recibi6é
un tratamiento diferente en cada etapa, a saber: tratamiento placebo (solucidn
fisiolégica a la dosis de 1 ml cada 100 kg), ketoprofeno racémico (Ketofen 10%,
Rhdne-Merieux) a la dosis de 2.2 mg/kg, R(-)KTP a la dosis de 1.1 mg/kg y S(+)KTP
a la misma dosis (los enantidmeros de ketoprofeno fueron provistos por Laboratorios
Menarini, Espaia y preparados al 10% en una solucién 50/50 de alcohol y agua).
Todos los tratamientos fueron administrados en forma de bolo mediante una
inyeccidn intravenosa, a tiempo 0, en la vena yugular izquierda. El tiempo
transcurrido entre cada etapa del cross-over fue de 30 dias. La siguiente tabla

sintetiza la secuencia utilizada para la administracién de los tratamientos
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PERIODO |TRATAMIENTO
placebo Rac-KTP R(-)KTP S(+)KTP
I A B D E CF
I D E A CF B
1 CF D E B A
\Y B CF A D E

A, B, C, D, E y F: cddigo de identificacion de los animales
Rac-KTP: ketoprofeno racémico

2.1.4 Artritis experimental

Una sinovitis aguda fue inducida en todos los animales, en cada etapa del cross-over
a tiempo 0, inyectando la articulacién intercarpal (izquierda en los periodos | y Il o
derecha en los periodos Il y 1V) con una solucidn salina que contenia 1 pug/ml de
lipopolisacaridos (LPS) de Escherichia coli 055 B5 (Sigma Chemical Co, St Louis
USA) a la dosis de 0.01 pg/kg. Para ello, la piel de la regién carpal fue depilada y
desinfectada con una solucién de iodopovidona al 5%; una mordaza colocada en el
labio superior fue utilizada como método fisico de sujeciéon. Un abordaje dorsal (entre
los tendones de los musculos carporadial y extensor digital comun) o dorsomedial
(hacia medial del extensor carporadial) con el miembro en semiflexion facilité la
introduccién del liquido a través de una aguja calibre 21/1” (Becton Dickinson Ind.
Cibir. LTDA).

Muestras sanguineas. Las muestras sanguineas (5 ml) fueron extraidas de la vena
yugular derecha a través de un catéter N° 18 (1.35 x 50 mm, Nipro Medical Industries
Ltd, JAPAN) fijado previamente en el tercio superior del cuello.

Las muestras fueron obtenidas a los 0, 5, 10, 15, 20, 30 y 45 minutos y 1, 2, 4, 6, 8,
12 y 24 h luego de la administracién del tratamiento y depositadas en tubos
heparinizados refrigerados a 4°C. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a
10.000 rpm durante 10 minutos. El plasma fue retirado y almacenado a —20 °C hasta
la realizacién del ensayo que determinaria las concentraciones plasmaticas de R(-) y
S(+) ketoprofeno.

Adicionalmente 2 ml de sangre fueron depositados en tubos de vidrio a tiempo 0, 15,
30 y 45 minutos y 1, 2, 4, 8, 12, 24 y 36 horas post-tratamiento. Estas muestras
fueron incubadas durante 1h a 37°C en bafio térmico para inducir la produccién ex
vivo de tromboxano B, (TXB.). Posteriormente fueron centrifugadas a 10.000 rpm
durante 10 minutos, el suero separado y almacenado a —20 °C hasta la realizacién
del ensayo que determinaria las concentraciones de Tromboxano Ba.
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Muestras de liquido sinovial. Las muestras de liquido sinovial fueron obtenidas
realizando una artrocentesis (con aguja de 0.8 x 40 mm y jeringa de 5 ml) de la
articulacién inflamada utilizando el mismo procedimiento que el descripto para la
inyeccion intraarticular de LPS. Un volumen de 1 a 1.5 ml fue extraido a tiempo Oy a
las 1, 2, 4, 8, 12, 24, 36 y 48 h post-tratamiento. Las muestras fueron depositadas en
tubos conteniendo EDTA, mezcladas en vortex; una fracciéon de 100pl fue utilizada
inmediatamente para realizar el conteo leucocitario total. El liquido restante fue
almacenado a —20 °C hasta el momento en el que se realizaron los diferentes
ensayos, a saber: determinacién de las concentraciones de R(-) y S(+) ketoprofeno,

PGE,, IL-1, proteinas totales y glucosaminoglicanos totales.

2.2 PARAMETROS CLINICOS

Las modificaciones clinicas inducidas tras la administracién intraarticular de LPS
fueron evaluadas mediante el estudio de cinco parametros clinicos, obtenidos a 1, 2,
4,8, 12, 24, 36 y 48 h posteriores a la inyeccion intraarticular respetando el siguiente
orden:

2.2.1 Temperatura

Este parametro fue obtenido apoyando un termdémetro de maxima de tipo digital, con
una sensibilidad de 0.1°C, sobre la mucosa de la boca. La medicién fue registrada en
grados centigrados (°C).

2.2.2 Circunferencia carpiana

Con el miembro a evaluar apoyado, el carpo fue envuelto con una cinta métrica
inmediatamente por debajo del relieve mas prominente que produce el hueso
accesorio del carpo en la cara palmar de la articulacién. La medicién fue registrada
en centimetros.

2.2.3 Angulo carpiano en reposo
Se obtuvo con un goniémetro, apoyando una de sus dos ramas paralela a la cara
lateral del antebrazo y la otra rama sobre la cara lateral de la cafia. La medicion fue

registrada en grados (°).

2.2.4 Angulo carpiano en maxima flexion
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Para obtener este valor se utiliz6 el goniémetro mencionado anteriormente vy,
colocandolo en la misma posicion utilizada para medir el ngulo carpiano en reposo,
se lo acompaiié lentamente junto a la flexion manual del carpo hasta que el animal
manifesté el primer signo de disconformidad con la maniobra (una contraccion leve
de la musculatura de la espalda). La medicién fue registrada en grados (°).

2.2.5 Largo de paso

Una cinta de papel de 1 metro de ancho y 20 metros de largo fue extendida y
adherida sobre un piso de cemento sin ondulaciones préximo a los pesebres. Luego,
un trozo rectangular de goma espuma de 5 x 3 x 1 centimetros, previamente
humedecido en tinta, fue pegado longitudinalmente sobre la muralla del casco en la
region de la pinza, de modo que tinera el papel cuando el miembro se apoyara en el
piso. A continuacién un asistente tomé al equino del bozal y caminé junto a él hasta
cubrir la extensién del papel. Asi, la distancia (en metros) entre dos marcas de tinta
establecié el largo de un paso. El promedio de los valores obtenidos en toda la cinta
de papel (exceptuando el primero y el ultimo) se registré6 como largo de paso.

2.3 PARAMETROS BIOQUIMICOS

2.3.1 Determinacion de las concentraciones plasmaticas y sinoviales de ketoprofeno

Las concentraciones plasmaticas de ketoprofeno fueron dosadas utilizando
cromatografia liquida de alta presién. Debido a que KTP es un compuesto quiral, las
concentraciones de cada enantiémero fueron medidas en forma separada. Para ello
se realiz6 la derivatizaciéon de los enantidmeros antes de inyectarlos en el
cromatégrafo, este método transforma los enantidmeros en diasteroisémeros, los que
al poseer diferentes propiedades fisicoquimicas son facilmente separados en la
columna cromatografica (63).

Extraccion y derivatizacién de las muestras

A una alicuota de 0.5 ml de muestra, acidificada con 50 pl de HCI 1 N, se le
agregaron 3 ml de dietileter. La solucién obtenida fue mezclada en un vortex por 5
minutos. Posteriormente se procedié a centrifugar la mezcla durante 5 minutos a
10.000 rpm. La fase organica fue recuperada y transferida a un tubo de vidrio limpio.
Este procedimiento fue repetido a efectos de aumentar el porcentaje de extraccion. El
pool final organico fue desecado en bafio térmico a 40°C bajo atmdsfera de nitrégeno.
El desecado fue resuspendido en 100 pl de trietilamina 50 mM en acetonitrilo,
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aplicando mezclado y vortex por 2 minutos. A esta mezcla se le adicionaron, con
intervalo de 30 segundos, 50 ul de etilcloroformiato 60mM en acetonitrilo y 50 pl de
una mezcla ana/ana de L-leucinamida 1M vy trietilamina 1M en metanol. Luego de 2
minutos la reaccién fue detenida con la adicién de 50 pl de agua.

Alicuotas de 20 pl fueron inyectadas en un sistema cromatografico compuesto por
una bomba digital Konik serie 11 (Konik Instruments, Suecia), un detector de
absorbancia ultravioleta (Konik 200, Konik Instruments, Suecia) y un integrador
SP4600 (Thermo Separation Products, CA USA). Las condiciones cromatograficas
fueron las siguientes: Columna cromatografica Spherisorb RPC1g 7 um (250 x 4.6
mm) y una precolumna Spherisorb RPC1s 5 um. La fase movil utilizada fue PO4H-K
60 mM acetonitrilo : trietilamina (60:40:0.01), siendo la velocidad de flujo 1 ml/min.

La deteccién se fijé6 a una longitud de onda de 275 nm con una sensibilidad de 0.1
AUFS.

2.3.2 Analisis farmacocinético

Discriminacion del modelo farmacocinético

La discriminacion del modelo farmacocinético con mejor ajuste a las curvas de
disposicion plasmatica de S(+) y R(-)KTP fue realizado aplicando el Criterio de
Informacién Akaike (AIC) (6) y su aplicacion para la discriminacion de modelos
farmacocinéticos reportada por Yamaoka et al. (265), conformando el test MAICE
(Minimun Akaike Information Criterion estimation). El criterio Akaike es definido por la
siguiente expresion:

AIC=NInRe +2p

Donde, N es el nimero de observaciones, P es el nimero de parametros, Re es la
suma del cuadrado de las residuales entre concentraciones experimentales y
estimadas, expresado como:

n

Re = X Wi (Cest - Cobs)?

i=1
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Donde, Cest es la concentracion estimada, Cobs es la concentracion observada y Wi
es el factor de ponderacién de cada observacién.

La estimacion de los parametros cinéticos, concentraciones tedricas y la suma de
cuadrados residual de acuerdo a los diferentes modelos fue realizada por regresién
no lineal utilizando las ecuaciones diferenciales propias de cada modelo y el
algoritmo Gauss-Newton con la modificacién de Levenberg y Hartley (93; 73).

Andlisis de la curva de disposicion

Modelos monocompartimentales.

Estos son los modelos mas simples. El organismo es considerado como una unidad
homogénea. Son aplicables para la descripcion de fArmacos que al acceder a la
circulaciéon sistémica se distribuyen rapidamente entre la sangre y el resto del
organismo. Se representa con la siguiente ecuacion:

C{t) = Coe™

Donde C, es la concentracién a tiempo 0 (ordenada en el origen), e es la base de los
logaritmos naturales y k es la constante de tasa de eliminacién (pendiente de la
recta).

Modelos multicompartimentales.

En estos modelos se asume que el organismo representa la suma de varios
compartimentos. El nimero de compartimentos dependera del farmaco asi como del
disefio de toma de muestras aplicado. Debido a que la distribuciéon es altamente
dependiente del flujo sanguineo los érganos mas perfundidos como el higado y los
rinlones alcanzaran el equilibrio mas rapidamente que el resto del organismo. La
sangre y los 6rganos de alta perfusion pueden ser considerados como una entidad
cinética homogénea llamada en conjunto compartimiento central. Los tejidos mas
pobremente irrigados como el musculo y la grasa pueden ser considerados como un
compartimiento periférico. Estos modelos se definen de acuerdo a la siguiente
ecuacion:

Ae® + Beft

Ae® + Pe™ + Bebft

C(t)
ct)
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Célculo de los pardmetros farmacocinéticos

La curva de disposiciéon plasmatica expresa la declinacion de las concentraciones de
fa€”macos como funcién del tiempo. Luego de una administracion unica endovenosa
las concentraciones plasmaticas pueden ser descriptas matematicamente a través de
la siguiente ecuacioén poliexponencial:

Cit) = Yi exp(-Ait)

Donde C(t) es la concentracion plasmatica a tiempo t, Y (ug/ml) es el coeficiente al
témino i" y A i (1/h) es el exponente. Para la administracion intravenosa se seleccioné

un modelo biexponencial de acuerdo a un modelo abierto de dos compartimientos

C(t) = Y exp(-?ut) + Y2 exp(-l.gt)

Donde C(t) (ug/ml) representa la concentracion plasmatica de S(+) o R(-)KTP a
tiempo t; Y1y Y2 (ug/ml) son las concentraciones extrapoladas a tiempo 0 de la
primera y segunda fase de la curva de disposicién y A 1y A 2 (1/h) son las pendientes
de las fases de distribucién y eliminacién respectivamente.

La mayoria de los parametros cinéticos fueron calculados usando ecuaciones
clasicas asociadas al analisis farmacocinético compartimental (79; 15; 16).

La vida media de distribucién (ti» o) y eliminacién (ti2 B) fueron calculadas de

acuerdo a las siguientes ecuaciones:

0.693/A 4
0.693/A 2

tie o
tie B

El drea bajo la curva concentracién plasmatica vs tiempo (AUC ( - )) Yy el tiempo
medio de residencia (MRT) fueron calculados aplicando la regla de los trapezoides
con extrapolacién al infinito. El area de extrapolacién fue estimada de acuerdo a la
siguiente ecuacion:

AUC (clast-=) = C Iast/l 2

Donde C ot es la ultima concentracion medida.
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El Clearence corporal (CIB) fue estimado aplicando la siguiente ecuacion:

CIB = Dosis / AUC (o- )

y el volumen de distribucion en estado estacionario:

Vd s = CIBx MRT

El porcentaje de inversién quiral (transformacion metabdlica de R(-)KTP a su
antipoda dptica fue calculado aplicando la siguiente ecuacién (196; 18):

AUC (S(+) luego de R(-) * Dosis S (+)
% de inversion quiral (PIQ) = * 100
AUC (S(+) luego de S(+) * Dosis R (-)

-

2.3.3 Determinacion de las concentraciones sinoviales de leucocitos

Para realizar el conteo total de glébulos blancos en el liquido sinovial se utilizé el
método de Neubauer. Para ello, una fraccién de liquido sinovial de 100 ul fue diluida
en solucion fisioldgica con azul de metileno al 1 % para facilitar el reconocimiento de
los leucocitos. Luego se empleé una pipeta de dilucion hemocitométrica (pipeta de
Thomas) para cargar una fracciéon de sinovia diluida y rellenar la camara de
Neubauer. El conteo se realizé utilizando los cuatro cuadrados mayores de las
esquinas de la camara, de una manera similar a lo realizado rutinariamente para el
conteo de leucocitos en sangre. De esta manera, como cada cuadrado mide 1 mm x
1 mm x 0.1 mm, o sea 0.1 mm?®, y como son cuatro cuadrados el volumen de sinovia
que contenia los leucocitos contados era de 0.4 mm®>. Luego, se multiplicé el nimero
de células por 2.5 para expresar el resultado en 1mm?® (0.4 x 2.5 = 1). Por Gltimo se
corrigi6 multiplicando por el factor de dilucibn que vari6 de acuerdo a las
concentraciones esperadas.

2.3.4 Determinacién de las concentraciones sinoviales de proteinas

Fundamentos del ensayo

Para dosar las proteinas presentes en liquido sinovial se utilizé el método
colorimétrico propuesto por Schacterle & Pollack (217). Estos investigadores
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simplificaron el ensayo basandose en los estudios previos realizados Lowry y
colaboradores en 1973 (148). El ensayo se fundamenta en la reaccién de reduccion
que se produce entre las proteinas presentes en la muestra (liquido sinovial) y el
fenol (reactivo de Folin) luego de un pretratamiento con cobre en un medio alcalino.
El método es util para dosar las proteinas en el liquido sinovial por varios motivos, en
primer lugar el ensayo se realiza sobre muestras que contienen el mismo tipo de
proteinas a una concentracion similar, el método es sensible a bajas concentraciones
lo que permite trabajar con volimenes pequefios y ademas en el liquido sinovial no
existen sustancias que produzcan interferencia. La concentraciéon de proteinas en el
liquido sinovial fue estimada comparando la absorbencia de las muestras con la de
una curva patron de absorbencia en funcién de la concentracion obtenida con
muestras de concentraciéon conocida de albimina bovina obtenida comercialmente
(Albumina bovina Sigma Chemical Co, St Louis USA) .

Para la determinacion se preparé el reactivo ACR mezclando 2 g de OH Na, 10 g de
CO; Na, 1 g de tartrato de Na y K y 50 mg de SO4 Cu con H;O destilada hasta
completar 100 ml. El reactivo de Folin fue obtenido comercialmente (Folin Ciocalteu
®, Instituto Lamarck) y preparado inmediatamente antes de realizar el ensayo
diluyendo 1 ml de reactivo en 17 ml de H.O destilada. Las muestras de albumina se
prepararon en agua destilada hasta obtener soluciones que contenian 4, 3.5, 3, 2.5, 2
y 1 g/dl.

Técnica: se depositaron 50 uyl de las muestras (liquido sinovial y patrones) por
duplicado en tubos de vidrio. Luego se agregaron 250 upl de ACR (incluso en el
blanco) para dejarlos reposar durante 10 minutos. A continuacién se adicionaron 200
Hl de agua destilada en las muestras y en los tubos patrén, y 250 pl en el tubo blanco,
seguido por 1 ml de reactivo de Folin (en todos los tubos) los que fueron incubados
en bafo térmico a 55°C durante 5 minutos. Seguidamente las muestras se enfriaron
en una batea con agua fria durante 1 minuto. La lectura se realizd en un
espectrofotometro con luz visible a 650 nm.

El promedio de la absorbencia de las dos muestras de cada concentracién conocida
de albumina fue utilizado para obtener los valores de la pendiente y la ordenada en el
origen mediante un calculo de regresion (ecuacién de la recta).

Y=a+bx
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Donde:

y = es la absorbencia de la muestra problema
a = ordenada en el origen

b = pendiente

X = concentracion de la muestra problema

Luego reemplazando: X = ---------

2.3.5 Determinacion de las concentraciones sinoviales de IL-1p

Fundamentos del ensayo

Las concentraciones sinoviales de IL-1B fueron determinadas mediante un ensayo
inmunolégico (ELISA) con la técnica denominada “doble sandwich de anticuerpos”
(Human Interleukin-1B Enzime Inmunoassay Kit. Cayman Chemical). El ensayo se
basa en que la molécula de IL-1p (presente en las muestras) queda atrapada en el
pocillo debido a que éste ultimo esta impregnado con un anticuerpo monoclonal
especifico. Para cuantificarlo se agrega un conjugado (Acetilcolinesterasa:Fab) que
contiene otro anticuerpo capaz de unirse a un lugar diferente de la molécula de IL-1,
mas una enzima de revelado (acetilcolinesterasa). Esto les permite a los dos
anticuerpos formar un “sandwich” con la molécula de IL-1B cuya concentracion puede
ser estimada midiendo la actividad de la enzima de revelado presente en el
conjugado mediante el agregado de su substrato (reactivo de Ellman’s). El producto
de la reaccién enzimatica es la aparicion de un color amarillo que puede ser medido
espectrofotocolorimétricamente, donde la intensidad del color es directamente
proporcional a la cantidad de IL-1B presente en el pocillo.

Técnica

La curva de patrones fue construida utilizando el concentrado provisto en el kit,
diluido con el sobrenadante de un liquido sinovial centrifugado y mezclado obtenido
de las dos articulaciones carpianas de un animal sin signos clinicos ni radiolégicos de
enfermedad articular. Se prepararon muestras patréon conteniendo 250, 125, 62.5,
31.3, 15.6, 7.8, 3.9 y 0 pg/ml de IL-1PB. Previamente a ser utilizada la placa se lavé
con un buffer de lavado y se dejé escurrir. Luego, 100 pl de las muestras patrén y la
misma cantidad de cada muestra problema fueron depositadas en los pocillos,
adicionando posteriormente 100 pl de conjugado (acetilcolinesterasa + anticuerpo) en
todos los pocillos, con excepcion de los blancos. La placa fue cubierta con un film e
incubada toda la noche a 4°C. Una vez transcurrido el periodo de incubacién la placa
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fue vaciada y lavada varias veces con buffer. Luego se agregaron 200 pl de substrato
para la acetilcolinesterasa (reactivo de Ellman’s) en todos los pocillos, la placa fue

cubierta con un film plastico y dejada en reposo al abrigo de la luz durante doce
horas. La lectura se realizé a 419 nm.

2.3.6 Determinacion de las concentraciones sinoviales de PGE;

Prostaglandina E , (PGE ») se produce en una variedad de tejidos que no contienen
las enzimas necesarias para metabolizarla. El metabolismo se realiza en el pulmén y
los metabolitos resultantes, que representan el 90 % del total de PGE> , no son
estables. Biciclo PGE, es un metabolito estable que se obtiene derivatizando los
metabolitos presentes en los tejidos.

Fundamentos del ensayo

El ensayo se basa en la competicidon entre biciclo PGE: (BPGE2) y BPGE; marcada
(con una molécula de acetilcolinesterasa) quienes compiten con sitios de unién
limitados de un antisuero especifico de conejo para BPGE: (Bicyclo Prostaglandin E
Enzime Inmunoassay kit. Cayman Chemical). La concentracion de BPGE; marcada
es constante mientras que la de los patrones o las muestras varia. Por lo tanto la
cantidad de PGE. marcada que es capaz de unirse al antisuero especifico es
inversamente proporcional a la cantidad de PGE, libre en el pocillo. Luego el
complejo antisuero-PGE:; libre 0 PGE; marcada se une al anticuerpo monoclonal anti-
conejo de ratén fijado en el pocillo. La placa se lava para eliminar los reactivos no
unidos y se agrega el reactivo de ELLMAN'S que contiene el substrato para la
acetilcolinesterasa, el producto de esta reaccidbn enzimatica tiene maxima
absorbencia a 412 nm. La intensidad de color es proporcional a la cantidad de PGE;
marcada unida al pocillo, la que es inversamente proporcional a la concentracién de
PGE; presente en el mismo que proviene de la muestra o patrén.

Ensayo

Previo a la realizacion del ensayo las muestras y los patrones fueron derivatizados
para obtener el metabolito estable (BPGE:). Este procedimiento se realizé agregando
buffer carbonato e incubando la sinovia a 37°C durante toda la noche. Las muestras
sinoviales a analizar fueron diluidas de forma diferente en funcién de las
concentraciones de PGE, esperadas, a saber:

La sinovia de los animales tratados con RAC, R(-) Y S(+)KTP obtenidas a las 1, 4, 8,
12, 24 y 48 h post-tratamiento y la sinovia de los animales tratados con solucién
fisiolégica (controles) obtenidas a las 1, 24 y 48 h post-tratamiento se diluyeron
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1/100. La sinovia de los animales tratados con solucién fisiolégica (controles)
obtenidas a las 4, 8 y 12 h post-tratamiento se diluyeron 1/1000. La curva patrén se
construyé preparando muestras que contenian 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.78 y
0.39 pg/ml de PGE:.

Los reactivos fueron combinados en los pocillos con las muestras de la siguiente

manera:

NSB Bo Patrones | Actividad | Muestra Blanco

total

Buffer 100 pl 50l [ meeee [ ememem | emmmem ] emeee
BPGE. m 50 ul 50 ul 50 ul 5 ul 50l | -me---
BPGEza |  -=---- 50 pl 50l | eemee- 50l | -mee-
Ellman 200 ul 200 pl 200 pl 200 pul 200 pl 200 pl
Patrén | ===== | emeee- S e T
Muestra | - | o= [ e | oo 50w | ------

Blanco: define la absorbencia del reactivo de Ellman’s. Su valor fue sustraido de la
absorbencia de todos los pocillos.

Actividad total: mide la actividad total de BPGE. marcada ~ (que se agrega
inmediatamente antes de la lectura, es decir no se incuba) + acetilcolinesterasa.

Unién no especifica (NSB): mide la unién no inmunolégica de BPGE, marcada al
pocillo. Bo (maxima unién): mide la maxima cantidad de BPGE, marcada que el
antisuero puede unir en ausencia de BPGE: libre.

La placa se cubrié con una lamina de plastico e incubé toda la noche a temperatura
ambiente. Luego se vaciaron los pocillos para agregarles 200 pl de reactivo de
Ellman’s y 5 pl de BPGE, marcada al pocillo de Actividad Total. La placa fue cubierta
nuevamente y puesta en la oscuridad hasta que Bo midi6é 0.2 A.U.

El porcentaje de unién para las muestras y los patrones fue calculado utilizando la
siguiente relacion:

(absorbencia de patréon o muestra - absorbencia de NSB)
%B/Bo = 100

(absorbencia de Bo - absorbencia de NSB)

La curva patrén fue construida graficando el % B/Bo como funcién del logaritmo
de la concentraciéon de PGE..
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2.3.7 Determinacion de las concentraciones sinoviales de glucosaminoglicanos
Fundamentos del ensayo

La concentracién de glucosaminoglicanos (GAGs) presente en el liquido sinovial fue
estimada utilizando un método espectrofotocolorimétrico segin la técnica descripta
por Carroll (38), cuyo colorante es el 1,9-dimetilmetilen blue (DMMB). EI DMMB se
conjuga con los GAGs presentes tanto en las moléculas de los proteoglicanos como
en aquellas libres en el liquido sinovial. De ésta manera se compara la absorbencia
de las muestras con la de una curva patréon. Este método de dosaje ha pemmitido
cuantificar los GAGs totales (condroitin sulfato y keratan sulfato) sin que otros
polianiones (fundamentalmente el acido hialurénico) presentes en el liquido sinovial
interfirieran con la medicion, como ocurria con los métodos utilizados con anterioridad
(104). Para lograr éste propdsito se modificd la técnica de acuerdo a Farndale (56;
57) ajustando el PH y la concentracién de cloruro de sodio de la solucién antes de
agregar el colorante.

Para ello 100 pl de las muestras fueron diluidos 1/10 PBS 50 mM pH 7 y mezclados
en un vortex durante 1 minuto, para transferir 100 pl por duplicado a tubos de
poliestireno. Luego se agregaron 100 pl del mismo buffer conteniendo N-acetilcisteina
(concentracion final 2 mmol/l) y papaina (0.13 U); los tubos fueron tapados,
mezclados e incubados a 65°C durante 2 horas. La digestién de la papaina fue
desactivada agregando acido iodoacético (concentracion final 4 mmol/ll) y la
concentracion de CINa fue ajustada a 0.5 mol/l en un volumen final de 250 pl. El
DMMB fue preparado mezclando 16 mg del colorante con 3.04 g de glicina, 2.37 g de
CINa, 1 litro de agua desionizada y el pH ajustado a 3.0 agregando 95 ml de HCI 0.1
M. Las muestras procesadas fueron depositadas en cubetas de 3 ml y la lectura se
realiz6 exactamente 15 segundos luego del agregado 2.5 ml del colorante en un
espectrofotocolorimetro digital, con una longitud de onda de luz visible de 525 nm. El
tiempo transcurrido desde que se agrega el colorante hasta que se registra la lectura
es importante ya que la absorbencia disminuye rapidamente en funcién del tiempo,
sobre todo cuando se trata de soluciones con concentraciones elevadas de GAGs. La
concentracién de glucosaminoglicanos fue estimada con referencia a una curva
patrén realizada con condroitin sulfato A obtenido comercialmente (Sigma Chemical
Co, St Louis USA). Debido a que este método no estaba validado previamente, se
procedié a hacerlo antes de procesar las muestras.
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Validacion del método para la determinacion de GAGs en liquido sinovial de equinos
El ensayo se dividié en tres etapas:

a. Confeccion de una curva patrén para condroitin sulfato A (CS)

b. Digestidon enzimatica selectiva de condroitin sulfato A

c. Evaluacién de la técnica para el dosaje de condroitin sulfato A en liquido sinovial
equino

a. Confeccion de una curva patrén para condroitin sulfato A

Objetivos: el presente trabajo fue disefiado para obtener una curva patréon de
absorbencia en funcién de la concentracién de CS.

Materiales: el colorante fue preparado segun la técnica de Famdale citada en el
apartado anterior. Condroitin sulfato A (Sigma Co St Louis USA) fue diluido en PBS
50 mM (pH 7) para obtener soluciones de 5, 10, 20, 30, 40 y 50 pg/ml. La lectura se
realizé utilizando un espectrofotémetro marca Hitachi M-1100.

Metodologia: una cubeta conteniendo 100 ul de PBS y 2.5 ml de colorante fue
utilizada para ajustar la absorbencia al 0 % con una longitud de onda de 525 nm.
Cien pl de cada muestra por duplicado, fueron depositados en las cubetas de lectura,
luego se agregaron 2.5 ml de colorante de a un tubo por vez para poder realizar la
lectura 15 segundos mas tarde. El ensayo fue repetido tres veces el mismo dia. La
curva de absorbencia en funcién de la concentraciéon se construyé a partir de las
medias obtenidas en los tres ensayos. Los valores medios (media aritmética) y los

desvios estandar de la media permitieron calcular los coeficientes de variacion.

b. Digestién enzimatica de condroitin sulfato A
Objetivos: el presente estudio fue disefiado para corroborar el grado de pureza del
condroitin sulfato A adquirido comercialmente.
Materiales: el colorante y el espectrofotémetro utilizados fueron descriptos en el
ensayo anterior. La muestra fue preparada diluyendo CS en PBS 50 mM (pH 7) para
obtener 4.5 ml de una solucién que contenia 50 pg/ml. Condroitinasa ABC (Proteus

vulgaris) se preparé disolviendo 5 Ul en 10 ml de PBS para obtener una
concentracion final de 0.5 Ul/ml.

Metodologia: 1.5 ml de la muestra fueron depositados por triplicado en tubos de
poliestireno. Cincuenta pl de condroitinasa ABC fueron agregados a dos tubos

(concentracion final 0.05 Ul/ml) y el mismo volumen de PBS al tercero (muestra
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testigo). Las muestras fueron incubadas en estufa a 37° C. Un tubo conteniendo 250
pl de PBS y 2 ml de colorante fue utilizado para ajustar la absorbencia al 0 % con una
longitud de onda de 525 nm. Una curva patron de CS (como la descripta en el
ensayo anterior) fue construida para estimar las concentraciones de CS de las
muestras incubadas. Cien pl de cada tubo fueron extraidos de la estufa a tiempo 0 y
a los 5, 10, 20, 30 y 40 minutos de iniciada la incubacién; la absorbencia fue leida
agregando 150 pl de PBS y 2 ml del colorante luego de 15 segundos. La pérdida en
la concentracién de CS (media de los dos tubos tratados con condroitinasa ABC) en
funcién del tiempo de incubacién fue estimada con referencia a la curva patrén,
mientras que la absorbencia en el tubo testigo debié mantenerse constante. Los
datos obtenidos fueron utilizados para construir un grafico que muestra el porcentaje
de pérdida en la concentracién de CS de las muestras a medida que aumenta el
tiempo de incubacién producto de la actividad de condroitinasa ABC.

c. Evaluacion de la técnica para el dosaje de condroitin sulfato™A en liquido sinovial
equino

Objetivos: el presente trabajo fue disefiado para evaluar la técnica aplicandola al
dosaje de condroitin sulfato A en liquido sinovial equino. Esto incluye el tratamiento
de las muestras sinoviales con papaina para digerir las proteinas que puedan
interferir con la cuantificacion de los GAGs. Ademas se enriquecieron muestras
sinoviales con cantidades conocidas de CS para calcular el % de recuperacién de
CS.

Materiales: el colorante utilizado fue preparado como se describié en los ensayos
anteriores. Una solucién de PBS 50 mM (pH 7) con papaina y N-acetilcisteina fue
preparada disolviendo 0.1305 g de N-acetilcisteina y 150 pl de papaina (175 Ul / ml)
en 20 ml PBS. Ademas se utilizaron una soluciéon de &acido iodoacético 0.1 M,
soluciones de CS en PBS conteniendo 100, 50, 40, 20, 10 y 5 pg / ml y una solucién
de ajuste de sodio (1.11 g Cl Na en 8 ml de agua destilada). Adicionalmente se
preparé una solucién de CS 100 ug / ml en PBS.

Metodologia: Dos ml de liquido sinovial equino fueron centrifugados a 10.000 rpm
durante 10 min. A 50 pl del sobrenadante se le agregaron 450ul de PBS para obtener
una solucién 1/10 de sinovia sin enriquecer. Por otro lado a 50 pl de liquido sinovial
sin diluir se le agregaron 50 pl de la solucién de CS (100 pg/ml) y 350 pl de PBS para

obtener una solucién de sinovia 1/10 enriquecida con 10 pg/ml de CS. Las soluciones
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fueron mezcladas por separado durante varios minutos utilizando un vortex. Cien pl
de cada muestra, por duplicado, fueron depositados en tubos de poliestireno. La
digestién de las proteinas presentes en las muestras fue realizada agregando 100 pl
de la solucién con papaina. Los tubos fueron tapados, mezclados e incubados en
estufa a 65° C durante dos horas. Tras la digestién, la papaina fue inactivada
agregando 10 pl de la solucién de acido iodoacético y la concentracién de sodio fue
ajustada agregando 40 pl de la solucién de ajuste de sodio. Una cubeta conteniendo
250 pl de PBS y 2 ml de colorante fue utilizada para ajustar la absorbencia al 0 %.
Las muestras fueron depositadas en cubetas para agregarles 2 ml del colorante y
realizar la lectura 15 segundos mas tarde con una longitud de onda de 525 nm. Los
valores de absorbencia obtenidos en las muestras fueron extrapolados utilizando una
curva de patrones realizada en el momento del ensayo como las citadas
anteriormente. La siguiente ecuacién permitié conocer el porcentaje de CS
recuperado de las muestras enriquecidas:

% de recuperacion = (CS muestras enriquecidas - CS muestras sin enriquecer) *
100

2.3.8 Determinacion de las concentraciones séricas de Tromboxano B

Fundamentos del ensayo. Tromboxano Az es un metabolito activo sintetizado a partir
del acido araquiddnico en las plaquetas. Es un potente promotor de la formacién de
coagulos ya que provoca agregacion celular, vasoconstriccion y estasis sanguinea.
Su concentracién ha sido estimada mediante la cuantificacion de su metabolito
estable, el TXB..

Las concentraciones séricas de Tromboxano B, fueron dosadas por
radioinmunoensayo (RIA). Este ensayo se basa en el principio de la competicién
entre el antigeno (en este caso TxB;) presente en la muestra con un antigeno
homélogo radiactivo por un anticuerpo especifico.

La incubacién de la muestra de concentracién desconocida con una cantidad fija de
anticuerpo y de antigeno radioactivo, conducira a la competicion de ambos antigenos
por el anticuerpo. La emision B de la mezcla tras la incubaciéon sera entonces
inversamente proporcional a la concentracion de antigeno en la muestra. Los

resultados cuantitativos son obtenidos por extrapolaciéon desde una curva patrén.
Ensayo.
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El buffer utilizado estaba compuesto por: gelatina 1 g; Trisma HCI 6.61 g y Trisma
base 0.97 g, disueltos en 1 litro de agua destilada. El pH fue corregido a 7.4
Carbén/dextrano: se mezclaron 2 g de carbén neutralizado con 0.4 g de dextrano (T-
70 ICN, Argentina) y se disolvieron en 80 ml de buffer. Este volumen fue mezclado
por 1 hora y el volumen completado a 100ml con buffer.

Antisuero: AntiTxB> de conejo, (ICN Inmunochemicals, USA) fue resuspendido con 15
ml de buffer. Este volumen es suficiente para 150 determinaciones.

Patrones: La curva patréon fue construida con las siguientes concentraciones: 10
ng/ml; 5§ ng/ml; 2 ng/ml;/ 1 ng/ml; 0.5 ng/ml; 0.2 ng/ml; 0.1 ng/ml y 0.05 ng/ml. Todos
los patrones fueron preparados en buffer.

Tracer: Se utilizé6 una soluciéon de [3H] TxB2 7.84 TBg/mmol en etanol (Amersham,
Argentina). Una concentracion de 0.6 pl/ml produjo un numero correcto de CPM.

Los tubos se prepararon por duplicado con la adicion de los reactivos segun se
presenta en la siguiente Tabla:

REACTIVO |NSB Bo Std TC MUESTRA
Buffer 200 100l e 500 pl 100 pl
Tracer 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 !
Antisuero | ---—-- 100 pl 100 |- 100 pl
Std 100l |emeeeeee |-
Muestra = |-==-----  |eemeee [ femeeenee 100 pl
Carbon 200 200 i 200 |- 200 pi

NSB: Non-specific binding

TC: Conteo Total (Total count)
Bo : Blanco

Std: Patrén

Una vez adicionados los reactivos, los tubos fueron incubados 18 horas a 4°C. Al
finalizar el periodo de incubacion, se adicioné el carbon a todos los tubos, con
excepcion del TC. La mezcla fue tratada en un vortex, incubada por 10 min a 4°C y
centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante fue decantado a tubos de
centelleo agregandose 5 ml de liquido de centelleo (ICN, Argentina) Las emisiones 3
fueron medidas en un B-counter Packard Tricarb 300.
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El porcentaje de unién para las muestras y los patrones fue calculado utilizando la
siguiente relacién:

(CPM de patrén o muestra CPM de NSB)
%B/Bo = 100
(CPM de Bo - CPM de NSB)

La curva patrén fue construida graficando el % B / Bo como funcién del logaritmo
de la concentracion de TXB..

2.3.9 Analisis estadistico

Para analizar estadisticamente tanto los parametros clinicos como los bioquimicos se
aplicd el test de ANOVA mediante un programa de computacién denominado
GraphPad Prism™ (GraphPad Software, Inc. version 2.00 San Diego. USA. © 1995).
Los valores a comparar se obtuvieron utilizando un método de analisis estadistico
para datos seriales referido como "método de medidas  abreviadas" (154).
Brevemente, este método compara los individuos de diferentes grupos partiendo de
un unico valor asignado a la respuesta de cada uno de ellos. Dicho valor concentra
en un solo ndmero la respuesta global del individuo a un tratamiento determinado. El
numero asignado a cada individuo es el area o superficie bajo la curva de respuesta
(temperatura, diametro etc.) en funcion del tiempo. Para calcular el area bajo la curva
(AUC) de respuesta en funcion del tiempo se aplicé el método de trapezoides.

n-1

AUC= 0.5I 5 (ti 1 - 1) (Vi + Yie1)

Donde, t es tiempo de toma de muestra e "y" es el valor medido.

Los parametros clinicos fueron normalizados, previamente al andlisis inferativo, de
acuerdo a los valores basales individuales de cada animal experimental. La
normalizaciéon consistié en la correccion de las modificaciones desde basal como
porcentaje de cambio:

valor registrado a tiempo t
Valor normalizado = * 100
valor basal
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Los andlisis estadisticos aplicados para comparar los parametros farmacocinéticos
obtenidos luego de cada tratamiento fueron llevados a cabo aplicando los test de
Kruskall-Wallis y Mann-Whitney.

Un test de ANOVA fue utilizado para el andlisis entre los diferentes periodos del
cross-over. El limite de significancia fue establecido en 0.05.
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3. RESULTADOS

3.1 VALIDACION DE METODOS

3.1.1 Validacion del método cromatografico para la cuantificacion de R(-) y S(+)
ketoprofeno

Las curvas estandar utilizadas cumplieron los requisitos de validacion.

Los coeficientes de variacion intra-dia para R(-) y S(+)KTP fueron siempre menores
de 4.53% (correspondiente a la concentracién 0.5 pug/mL). Los coeficientes inter-dia
para R(-) y S(+)KTP fueron siempre menores a 7.22% (correspondiente a la
concentracién 0.5 pg/mL).

El andlisis de exactitud mostré que los valores observados fueron en todos los casos
iguales a los valores de concentracién reales +5%.

Las curvas estandar de los dos compuestos tuvieron una regresién >0.99. Tanto para
R(-) como para S(+)KTP, las curvas fueron lineales en todo el rango de
concentraciones, entre 10 y 0.5 pg/mL ( = >0.999).

Para S(+)KTP, la curva fue lineal en todo el rango de concentraciones, entre 10 y 0.5
ng/ml (¥ = 0.9996). La ecuacién de la recta resultado de la regresién lineal por el
método de los minimos cuadrados fue:

Area de pico cromatografico = 106.63x — 44.801

1200 -

1000 -
[ ]
O 800 -
o
w = 108.63x - 44.801
o ]
< 600 R = 0.9992
14 ]
€ 400

200 -

0 . . . . . \
0 2 4 6 8 10 12

CONCENTRACION (pg/ml)
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Para R(-)KTP, la curva fue lineal en todo el rango de concentraciones, entre 10 y 0.5

pg/ml (* = 0.9993). La ecuacion de la recta resultado de la regresién lineal por el
método de los minimos cuadrados fue:

Area de pico cromatografico = 140.19x — 23.286

1600 -
1400 -
1200
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 -

=140.19x - 23.286
F? =0.9993

AREA DE PICC

0 2 4 6 8 10 12
CONCENTRACION (ug/ml)

El porcentaje de extraccion se calculé mediante la relaciéon existente entre las areas
producidas por las soluciones en etanol y las areas correspondientes a las mismas
drogas con el plasma como diluyente. Los porcentajes de extraccion fueron de 90.42,
84.93, 72.38, y 91.03 % para 10, 2, 1 y 0.5 pg/ml de S(+)KTP luego de inyectar la
mezcla racémica. Para el enantidmero R(-)KTP luego de inyectar la mezcla racémica
los porcentajes de extraccion fueron de 90.96, 84.24, 71.95 y 97.93 % para las
mismas concentraciones que el enantidmero S(+).

3.1.2 Validacién del método colorimétrico para la cuantificacion de GAGs en liquido
sinovial

Los valores de absorbencia en funcién de las concentraciones de Condroitin Sulfato
A (obtenido comercialmente) diluido en PBS son mostrados en la figura 2.

Los coeficientes de variacidn intra-dia fueron siempre menores de 5.50%
(correspondiente a la concentracion 20 pg/mL). Los coeficientes inter-dia fueron
siempre menores a 7.10% (correspondiente a la concentracién 30 pg/mL).

El célculo de la pendiente y la ordenada en el origen permitieron establecer un valor
de * de 0.9923. La figura muestra el trazado de la curva de absorbencia en funcién
de la concentracién de CS y los desvios calculados.

49



50

0.150 | y =0.0033x + 0.0219
1 Re=0.9923

ABSORBENCY
(=]
8

PERDIDA DE ACTIVIDAD (%

0 10 20 30 40 50
TIEM PO DE INCUBACION (mim)

La absorbencia leida hacia el final de la digestion fue casi total ( 98.7%) lo cual
garantizé que no hubo otras sustancias que produjeran interferencia con la lectura.

3.2 VARIABLES FARMACOCINETICAS

3.2.1 Administracién de la mezcla racémica (Rac-KTP)

La disposicién de S(+) y R(-)KTP en el plasma después de la administracion
intravenosa de la mezcla racémica fue descripta convenientemente mediante un
modelo bicompartimental en todos los animales (Ver Fig.4). Las concentraciones
plasmaticas del enantiémero S(+)KTP fueron mas elevadas que las de R(-)KTP en
todas las muestras analizadas hasta las dos horas post-administracion; S(+)KTP fue
el enantidmero predominante en plasma. De ésta manera la relacion S:R en plasma
se incrementé desde un valor de 55:45 a los cinco minutos post-inyeccion (primera
muestra) hasta alcanzar la maxima diferencia luego de una hora de inyectada la
mezcla racémica, con un valor S:R de 74:26. Asi, el predominio plasmatico del
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enantidmero S(+)KTP fue aumentando paulatinamente desde la inyeccién del
racemato hasta las dos horas post-administracion. Luego la diferencia en la relacién
S:R fue decayendo hasta las ultimas concentraciones plasmaticas mensuradas (hora
6 post-inyeccion). El area bajo la curva (AUC) concentraciéon plasmatica de droga en
funcién del tiempo para S(+)KTP fue significativamente mas alta (p < 0.05) que la de
su isdmero R(-)KTP (5.5 + 0.98 ug.h/ml y 3.1 = 0.5 pg.h/ml para S(+) y R(-)KTP
respectivamente).

La disposicién plasmatica de ambos enantibmeros mostré una rapida fase de
distribucién, con valores de vida media para este proceso (Tq20) de 0.2 £ 0.03 hy
0.13 £ 0.01 h para S(+) y R(-)KTP respectivamente (Tabla ). El volumen del
compartimento central (Vc) fue bajo para ambos enantiémeros (0.1 + 0.01 y 0.12 *
0.01 L/kg, para S(+)KTP y R(-)KTP respectivamente). Sin embargo, el enantiémero
R(-) mostré un volumen de distribucién en estado estacionario (Vdss) mas elevado
que el del enantidmero S(+)KTP (0438 + 0.1 I/kg y 0.198 + 0.03 kg,
respectivamente), aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa, debido a
un valor muy alto registrado en un solo animal (Vss = 0.98 I/kg para R(-)KTP en el
animal E - Ver Apéndice ). La vida media de eliminacién (T2 B) fue numéricamente
mayor para el enantiomero R(-)KTP comparado con S(+)KTP (1.87 £ 0.6 hy 1.14
0.18 h, respectivamente) aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas. El clearence corporal total (CLB) para R(-)KTP fue casi dos veces el de
S(+)KTP (0.4 + 0.07 L/kg/h y 0.23 + 0.04 L/kg/h), sin embargo las diferencias no
fueron estadisticamente significativas debido a la variacién interanimal.

Ambos enantiémeros alcanzaron concentraciones elevadas en la articulacién
inflamada, con valores de 0.6 £ 0.09 y 0.5 = 0.09 png/ml para S(+)KTP y R(-)KTP
respectivamente, luego de una hora de inyectada la mezcla racémica (Fig.4). El
enantiomero S(+) fue, moderadamente, el predominante en todos los registros,
siendo la relacién S:R de 52:48 tanto a la primera hora como a las cuatro horas post-
inyeccién. El area bajo la curva (AUC) concentracion sinovial en funcién del tiempo
fue mayor para el enantiomero S(+)KTP comparado con el R(-)KTP (1.25 *+ 0.45
ng.h/ml y 0.82 + 0.23 pg.h/ml respectivamente). La concentracién de R(-)KTP en el
liquido sinovial luego de una, dos y cuatro horas de la administracion intravenosa del
racemato fue siempre méas alta que su concentracidon plasmatica. Ambos
enantidmeros fueron detectados en el liquido sinovial de todos los animales hasta las

2 h, y solo en dos animales en las muestras de las 4 y 6 horas post-inyeccion.
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Figura 4. Concentraciones de S(+) y R(-)KTP en plasma y liquido sinovial luego de la
administracién intravenosa de Rac-KTP a la dosis de 2.2 mg/kg..(Los valores son
media £ sem, n= 6).

3.2.2 Administracion de R(-)KTP

La disposicion plasmatica de R(-)KTP fue mejor descripta por un modelo
bicompartimental para todos los animales (Ver Fig. 5). El enantibmero S(+)KTP fue
detectado en plasma desde la primera muestra analizada (5 minutos luego de la
inyeccién intravenosa de R(-)KTP) evidenciando la inversion quiral, siendo el
porcentaje de inversidn 19.19 + 6.09 % (Tabla I). La distribucion de R(-)KTP fue
rapida con una vida media (T12a) de 0.13 £ 0.028 h y un volumen del compartimento
central de 0.13 £ 0.034 L/kg. E! volumen de distribuciéon aparente (Vdss) fue estimado
en 0.788 £ 0.291 L/kg lo cual fue considerado alto tratandose de una droga con alta
unién a proteinas plasmaticas. El clearence corporal total con un valor de 0.388 +
0.011 L/kg/h fue similar al determinado para este enantiomero luego de inyectar los
animales con la mezcla racémica. No obstante la vida media de eliminacion (Tq2p =
263 +0.81 h) fue mayor que la observada luego de administrar la mezcla racémica.
La comparaciéon estadistica entre los parametros farmacocinéticos luego de la
inyeccién intravenosa de la mezcla racémica y del enantidmero R(-)KTP no demostré
dferencias estadisticamente significativas.

R-)KTP en liquido sinovial fue detectado desde la primera hora post-inyeccion
(pimera muestra), momento en el cual se detectd la maxima concentracién (0.32 +
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0.058 pg/ml). El enantidmero R(-)KTP fue medido hasta las 4 h en todos los animales
y su concentraciéon a este tiempo fue de 0.177 £ 0.009 ug/mi. De la misma manera
que lo observado en el plasma, el enantibmero S(+)KTP fue detectado en el liquido
sinovial de todos los animales hasta las dos horas. Interesantemente, las
concentraciones sinoviales de S(+)KTP en el grupo R(-)KTP a la 1, 2 y 4 horas fueron
escasamente menores a las registradas para el enantiomero R(-)KTP.

—m— S(+)KTPplasma
—o—R(-)KTPplasma
—o— S(+)KTPsinovia
—o— R(-)KTPsinovia

CONCENTRACION (pg/ml

o. 01 T T T ¥ L 1

TIEMPO (horas)

Figura 5. Concentraciones de S(+) y R(-)KTP en plasma y liquido sinovial luego de la
administracién intravenosa de R(-)KTP a la dosis de 1.1 mg/kg. (Los valores son media
t sem, n= 6).

3.2.3 Administracién de S(+)KTP

Luego de Ila inyeccion intravenosa de S(+)KTP su antipoda éptica no fue detectada
en ninguna de las muestras analizadas lo cual refleja una falta de inversiéon quiral
desde el enantidmero S(+) al R(-). La disposicion plasmatica de S(+)KTP fue mejor
descripta mediante un modelo bicompartimental en todos los animales (Ver Fig. 6).
La disposicion plasmatica de S(+)KTP mostré una distribucién rapida (T1oa 0.15 +
0.04 h) (Tabla I) con un volumen del compartimiento central relativamente pequefio
(0.11 + 0.028 L/kg). El Vss fue menor que el registrado para R(-)KTP, con un valor de
0.33 + 0.13 L/kg La relacién K31/Ky2 fue alrededor de 1 sugiriendo la ausencia de
fijacion del enantiomero S(+)KTP a las proteinas tisulares. La comparacion entre los
parametros farmacocinéticos observados luego de la administracion de S(+)KTP y de
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la mezcla racémica no reveld diferencias estadisticamente significativas. El Tq,f8 de
1.34 + 0.52 h fue similar al determinado para este enantiémero después de la
administracién del racemato. El clearence de 0.29 + 0.01 Ukg/h es bajo y no
presenta diferencias con relacion al estimado luego de la administracion de la mezcla
racémica.

El AUC de S(+)KTP luego de su administracién intravenosa (3.72 + 0.155 pg.h/ml) fue
mas baja que el area calculada para el mismo enantidmero después de inyectar la
mezcla racémica (5.54 + 0.98 ug/h/ml). Esta amplia diferencia es debida al elevado
valor registrado en un solo equino (animal E) que provocé un elevado desvio
estandar de la media en las AUC en este grupo. El analisis estadistico de las AUC no
mostré diferencias significativas entre estos grupos.

S(+)KTP mostré una rapida penetracion en la cavidad articular, con una Cnaxde 0.49
t+ 0.07 pg/ml a la hora. La Cna, aunque numéricamente menor, no fue
estadisticamente diferente que la determinada luego de inyectar la mezcla racémica.
La permanencia de S(+)KTP en liquido sinovial fue de 4 horas en cuatro equinos y de
6 horas en los restantes dos. Tanto a las 2 como a las 4 horas las concentraciones
sinoviales fueron mas elevadas que las plasmaticas. Al igual que en las muestras de
plasma, R(-)KTP no fue detectado en liquido sinovial.

—3— S(+)KTPplasma
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E —3— S(+)KTPsinovia
2
3
(2]
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=
Z 0.1 -
[3]
=
[e]
(3]
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0 1 2 3 4 8 8
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Figura 6. Concentraciones de S(+)KTP en plasma y liquido sinovial luego de la
administracién intravenosa de S(+)KTP a la dosis de 1.1 mg/kg. (Los valores son media
t sem, n=6).
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Tabla |. Parametros farmacocinéticos de R(-) y S(+)KTP luego de la administracion
intravenosa de la mezcla racémica (2.2 mg/kg), S(+)KTP (1.1 mg/kg) y R(-)KTP (1.1
mg/kg) en equinos artriticos (los valores son media mean +[ sem ], n=6).

Rac-KTP Rac- KTP S(+)-KTP S(+)KTP R(-)KTP R(-)KTP

Plasma Sinovia Plasma Sinovia Plasma Sinovia

PARAMETRO | S(+) | R(-) | S(+) [ BR(-) | S(+) | BR(-) | S(+) | BR(-) | S(+) | R(-) | S(+) | R(-)

a (1/h) 378 [528 | — | — |14 | — | = [ — | — [990 | — [ —
[0.52] | [0.36] [6.53] [4.92]

B (1/h) 068 [070 | — [ — [082 [ — [ — [ — | — J063 [ — [ —
[0.12] | [0.23] [0.20] [0.32]

Tt a (h) 020 [013 | — [ - [015 | — | — | — | — 043 | — | —
[0.03] | [0.01] [0.04] [0.03]

T% B (h) 114 [1.87 | — | — |134 | — | — | — | — |263 | — | —
[0.18] | [0.63] [0.52] [0.81]

AUC 554 |3.13 [1.25 |0.82 |3.72 ———- 1.36 ———- - 1282 0.36 | 0.86

(1g.h/ml) [0.98] |[0.50] |{0.45] |[0.23] |[0.15]) [0.80] [0.08] | [0.20] | [0.30]

K10 (1/h) 208 (3384 | — [ — [216 | — [ — | — | — [234 [ — | —
[0.19] | [0.40] [0.31] [0.37]

K12 (1/h) 097 [161 | — [ — [189 | — | — | — | —_1170 | — | —-
[0.20] | [0.21] [0.37] [0.21]

K21 (1/h) 142 [102 | — | — [182 | — | — | — | — [121 | — | —
[0.50] |[0.27] [0.67] [0.66]

Ve (/kg) 010 (012 | — | — |01 [ — [ — | — | — 013 | — | —
[0.01] |[0.01] [0.03] [0.03]

Vdss (Vkg) 020 (044 | — | — [033 [ = | — | — | — 079 | — [ —-
[0.03] |[0.13] [0.13] [0.29]

CIB (V/kg/h) 023 [040 | — | — [029 | — | — | — | — 039 | — | —
[0.04] | [0.07] [0.01] [0.01]

MRT (h) 093 [140 | — | — [1.09 | —= [ — | — | — |199 | — | —
[0.13] | [0.51] [0.40] [0.71]

Cmax (pg/ml) — | — |060 |054 | — | — | 049 | — | — | — [ 029 | 0.32

[0.09] | [0.09] [0.07] [0.05] | [0.06]

Tmax (h) e | == [100 [100 [ — | — [100| — | — | — | 1.00 | 1.00

[0.00] | [0.00] [0.00] [0.00] | [0.00]

PIQ (%) - — ]19.49 | -
(6.09]

3.3 VARIABLES FARMACODINAMICAS

3.3.1 Temperatura corporal
La temperatura corporal se incrementé desde la induccién de la artritis (tiempo 0)
hasta las 8 0 12 h donde se ubicaron los valores maximos para todos los animales

independientemente del tratamiento (Ver Fig. 5). Las temperaturas maximas en el

55



56

grupo placebo fueron de 5.1+£1.3% sobre el valor basal a las 12 h post-induccién. En
los animales de los grupos S(+)KTP y R(-)KTP las temperaturas maximas registradas
tuvieron valores similares de 5.0+06% y 5.142% sobre el valor basal
respectivamente, mientras que los animales del grupo RAC-KTP tuvieron su valor
maximo en este parametro con temperaturas corporales menores, de 4.411.6% a las
12 h post-induccion. Posteriormente la temperatura disminuyé en todos los grupos
experimentales observandose una leve elevacion a las 36 h post-induccion en los
cuatro grupos. A las 48 h, todos los animales (excepcion del animal F tras la
administracién de S(+)KTP) mantenian la temperatura corporal por encima del valor
basal (hora 0). Ninguna de las diferencias observadas entre los grupos alcanzé
significacion estadistica, siendo los valores del AUC (% de variacion desde basal en
funcion del tiempo) de 49.27 +0.17, 49.12 +0.38, 49.12 +0.35 y 49.06 +0.63 para
S(+)KTP, Placebo, R(-)KTP y RAC-KTP respectivamente (grafico 1b).
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Figura 5. Grafica de los cambios desde basal (X + SD) en funcién del tiempo de la
temperatura corporal en equinos artriticos luego de la administracion intravenosa de placebo
y Rac-KTP (2.2 mg/kg), S(+)KTP (1.1 mg/kg) y R(-)KTP (1.1 mg/kg). CUADRO INTERIOR:
Areas bajo la curva (AUC) cambio desde basal vs tiempo para de la temperatura corporal en
los cuatro grupos experimentales.



57

3.3.2 Circunferencia carpiana

La circunferencia carpiana aumentd progresivamente desde el registro de la hora 1
hasta las 36 6 48 h donde se observaron los valores mas elevados en todos los
animales independientemente del tratamiento (Fig. 7). Las circunferencias carpianas
mas agrandadas fueron observadas a las 36 h de inducida la sinovitis en el grupo
RAC-KTP (10.9 £4.8%), a las 48 h en el grupo S(+)KTP (9.8 £6.2%) y a las 36 h en el
grupo R(-)KTP (9.8 +5%). Las modificaciones menos marcadas en éste parametro
fueron registradas en los animales del grupo Placebo a las 24 y 36 h (8.4 14.2%). El
analisis estadistico de los cambios temporales de este parametro no arrojé
diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de los grupos
experimentales, siendo los valores de AUC (cambio desde basal vs tiempo) de 51.44
+1.3; 51.20 £1.49; 50.99 £1.51 y 50.44 £1.72 para R(-)KTP, RAC-KTP, Placebo y
S(+)KTP.
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Figura 6. Grafica de los cambios desde basal (X + SD) en funcion del tiempo de la
circunferencia de la articulacion afectada en equinos artriticos luego de la administracion
intravenosa de placebo y Rac-KTP (2.2 mg/kg), S(+)KTP (1.1 mg/kg) y R(-)KTP (1.1 mg/kg).
CUADRO INTERIOR: Areas bajo la curva (AUC) cambio desde basal vs tiempo para la
circunferencia de fa articulacién afectada en los cuatro grupos experimentales

3.3.3 Angulo carpiano en reposo
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El angulo carpiano en reposo disminuyé entre las 4 vy las 48 h post-tratamiento en
todos los grupos experimentales (Fig. 7). Los animales que mostraron una
disminucién mayor en sus angulos carpianos en reposo fueron los del grupo tratado
con S(+)KTP quienes disminuyeron sus angulos carpianos en reposo un 15.6£0.13%
respecto de sus valores basales a las 12 h post-induccién. Los animales del grupo
R(-)KTP tuvieron una disminucién en sus angulos carpianos en reposo del
11.610.09% a las 12 h. Los del grupo Placebo disminuyeron sus angulos carpianos
en reposo un 10.2 +£0.09% también a las 12 h. Una disminucidn menos marcada en
este parametro se registré a las 36 h en los animales sometidos al tratamiento con
RAC-KTP y fue un 6.4 £0.12% menor respecto del valor basal. El analisis estadistico
de los cambios temporales de este parametro no arroj6 diferencias estadisticamente
significativas entre ninguno de los grupos experimentales, siendo los valores de AUC
(cambio desde basal vs tiempo) de 43.88 + 3.44; 45.30 + 3.98; 45.38 £ 1.79 y 45.60
+1.62 para S(+)KTP, RAC-KTP, R(-)KTP y Placebo.
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Figura 7. Grafica de los cambios desde basal (X + SD) en funcidn del tiempo del angulo
carpiano de la articulacion afectada en reposo en equinos artriticos luego de la
administracion intravenosa de placebo y Rac-KTP (2.2 mg/kg), S(+)KTP (1.1 mg/kg) y R(-
)KTP (1.1 mg/kg). CUADRO INTERIOR: Areas bajo la curva (AUC) cambio desde basal vs
tiempo para el angulo carpiano de la articulacién afectada en reposo en los cuatro grupos
experimentales.
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3.3.4 Angulo carpiano de maxima flexion
El angulo carpiano de maxima flexion aumento en todos los grupos experimentales
desde las primeras mediciones (1 0 2 horas) hasta las 48 h post-tratamiento (Fig. 8).
Los valores mas elevados se observaron entre las 4 y 24 h post-tratamiento. En los
animales del grupo Placebo el maximo valor se presenté ala 12 h (5.1 £1.1%), a las
24 h en el grupo RAC-KTP (4.1 £1.0%), a las 12 h en el grupo R(-)KTP (4.0 £1.1%) y
a las 24 h de inducida la sinovitis en el grupo tratado con S(+)KTP (3.9 10.7%).
Ninguna de las diferencias observadas entre los grupos alcanzé significacion
estadistica, siendo los valores del AUC (% de variacién desde basal en funcién del
tiempo) de 200.92 +108.86; 162.8 +94.83; 156.97 +74.51 y 153.31 +63.28 para los
grupos Placebo, R(-)KTP, RAC-KTP y S(+)KTP respectivamente.
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Figura 8. Grafica de los cambios desde basal (X £ SD) en funcion del tiempo del angulo
carpiano de la articulaciéon afectada en maxima flexion en equinos artriticos luego de la
administracion intravenosa de placebo y Rac-KTP (2.2 mg/kg), S(+)KTP (1.1 mg/kg) y R(-
)KTP (1.1 mg/kg). CUADRO INTERIOR: Areas bajo la curva (AUC) cambio desde basal vs
tiempo para el angulo carpiano de la articulacion afectada en maxima flexion en los cuatro
grupos experimentales.

3.3.5 Largo del paso

La reaccion inflamatoria local como consecuencia de la inyeccion intraarticular de
LPS fue evidenciada por la disminucién de este parametro a partir de la primera
muestra registrada (hora 1 post-induccion) en los cuatro grupos experimentales (Fig.
9). En el grupo Placebo, a la hora post-administracién el largo del paso era un 4 %
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menor al valor a tiempo 0. El pico maximo de disminucion desde el basal en este
grupo se presentd a las 8 h, siendo el % de reduccién del 22 %. El largo de paso fue
retornando a valores pre-administracion de LPS al transcurrir las horas, siendo el %
de reduccién desde basal a las 48 h, Gltima muestra tomada, del 2.9 %. En todos los
grupos tratados con KTP se observé una disminucion en este parametro, aunque en
ninguno de los casos fue tan marcada como en el grupo Placebo. Es interesante
resaltar que, a diferencia del grupo Placebo, los grupos tratados con KTP mostraron
disminuciones minimas a la hora post-administracion (1.1, 1 y 2.8 % para Rac, S(+) y
R(-)KTP respectivamente). El maximo de disminuciéon de este parametro se observé
alas 12 h en los tres grupos tratados. El % de disminuciéon maximo fue en todos los
grupos inferior al observado en el grupo Placebo (14.9, 18.7 y 21.2 % para RAC-KTP,
S(+)KTP y R(-)KTP respectivamente). El andlisis estadistico de los cambios
temporales de este parametro no arrojo diferencias estadisticamente significativas
entre ninguno de los grupos experimentales, siendo los valores de AUC (cambio
desde basal vs tiempo) de 42.92 +3.88; 43.1 +1.9; 43.8 +2.71 y 41.55 +4.12 para
RAC-KTP, S(+)KTP, R(-)KTP y Placebo respectivamente.
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Figura 9. Grafica de los cambios desde basal (X + SD) en funcién del tiempo del largo de
paso en equinos artriticos luego de la administracion intravenosa de placebo y Rac-KTP (2.2
mg/kg), S(+)KTP (1.1 mg/kg) y R(-)KTP (1.1 mg/kg). CUADRO INTERIOR: Areas bajo la
curva (AUC) cambio desde basal vs tiempo para del largo de paso en los cuatro grupos
experimentales.
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3.3.6 Concentraciones sinoviales de leucocitos

La inyeccion intracarpal de LPS provocd un aumento notorio en la cantidad de
leucocitos del liquido sinovial desde la primera hasta la hora 12 post-inyeccion en los
cuatro grupos experimentales. Los conteos mas elevados se registraron a las 12 h
post-LPS para los grupos R(-)KTP, S(+)KTP y Placebo, con registros de 286 +153 *
10° leucocitos/ml, 254 +77.4 * 10° leucocitos/ml y 152 +77.1 * 10° leucocitos/ml
respectivamente (Fig. 10). En el grupo RAC-KTP el valor pico fue de 157 166 * 10°
leucocitos/ml y se registrd a las 36 h. Si bien el nimero de leucocitos disminuyé
luego de alcanzados los valores maximos en los cuatro grupos experimentales, los
conteos se mantuvieron mas elevados hacia el final de la experiencia que durante las
primeras horas. E! analisis estadistico que comparé las areas bajo la curva (conteo
leucocitario en liquido sinovial en funcion del tiempo) no detectd diferencias
estadisticamente significativas entre grupos, siendo los valores de area bajo la curva
de 7393, 5622, 4762 Y 4041 para S(+)KTP, R(-)KTP, RAC-KTP y Placebo
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Figura 10. Conteo de leucocitos (10*cel/ml) en liquido sinovial (X £ SD) en funcién del tiempo
en equinos artriticos luego de la administracion intravenosa de placebo y Rac-KTP (2.2
mg/kg), S(+)KTP (1.1 mg/kg) y R(-)KTP (1.1 mg/kg). CUADRO INTERIOR: Areas bajo la
curva (AUC) nimero de leucocitos vs tiempo en los cuatro grupos experimentales
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3.3.7 Concentraciones sinoviales de proteinas

La distribucion temporal de las concentraciones proteicas en liquido sinovial mostrd
un marcado aumento desde las primeras horas de inducida la artritis en los cuatro
grupos experimentales (Fig. 11). En el grupo Placebo el aumento inicial se prolongé
hasta las 12 h donde se registré6 la concentraciébn mas elevada (4.85+1.04 g/dJ),
luego las concentraciones proteicas en este grupo disminuyeron hacia el final de la
experiencia sin llegar al valor basal. Ninguno de los tratamientos con ketoprofeno fue
capaz de modificar los aumentos iniciales en la concentracién de proteinas en
sinovia, de ésta manera los valores mas elevados fueron registrados a las 8 h en el
grupo S(+)KTP (4.93 +1.91 g/dl), a las 12 h en el grupo RAC-KTP (3.93 +1.63 g/dl) y
alas 36 h en el grupo R(-)KTP (4.30+0.65 g/l). El analisis estadistico que comparo las
areas bajo la curva (concentracién de proteinas en liquido sinovial en funcién del
tiempo) no reveld diferencias estadisticamente significativas entre grupos, siendo los
valores de AUC de 186.89, 183.23, 174.72 y 163.93 para S(+)KTP, R(-)KTP, Placebo
y RAC-KTP respectivamente. 3
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Figura 11. Concentracién de proteinas totales (g/dl) en liquido sinovial (X £ SD) en funcién
del tiempo en equinos artriticos luego de la administracién intravenosa de placebo y Rac-
KTP (2.2 mg/kg), S(+)KTP (1.1 mg/kg) y R(-)KTP (1.1 mg/kg). CUADRO INTERIOR: Areas
bajo la curva (AUC) concentracion de proteinas fotales vs tiempo en los cuatro grupos
experimentales
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3.3.8 Concentraciones sinoviales de IL-18

La distribucién temporal de las concentraciones sinoviales de esta citokina mostré
una elevacion durante las primeras cuatro horas para los cuatro grupos
experimentales con registros de 30.30 +£30.66 pg/ml, 21.87 £8.85 pg/ml, 17.05 +7.99
pg/ml y 16.45 £8.22 pg/ml a las cuatro horas post-induccion en los grupos S(+)KTP,
R(-)KTP, RAC-KTP y Placebo respectivamente (Fig. 12). Luego, el comportamiento
fue similar para los animales de los grupos RAC-KTP y R(-)KTP en los cuales las
concentraciones del mediador se mantuvieron mas bajas que el valor de las 4 h
mientras que en los animales de los grupos S(+)KTP y Placebo se observé un
incremento paulatino hasta las 48 h con valores que superaron el valor registrado
para esos grupos a las 4 h (35.97 12620 pg/ml y 21.73 +1549 pg/ml
respectivamente). El analisis estadistico no mostré diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos, siendo los valores del AUC (concentracion sinovial de
IL-18 en funcién del tiempo) de 1109.39, 829, 660.68 y 423.55 para S(+)KTP,
Placebo, R(-)KTP y RAC-KTP respectivamente.
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Figura 12. Concentracién de IL-1 (ug/ml) en liquido sinovial (X £ SD) en funcién del tiempo
en equinos artriticos luego de la administracién intravenosa de placebo y Rac-KTP (2.2
mg/kg), S(+)KTP (1.1 mg/kg) y R(-)KTP (1.1 mg/kg). CUADRO INTERIOR: Areas bajo la
curva (AUC) concentracion de IL-1 vs tiempo en los cuatro grupos experimentales.
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3.3.9 Concentraciones sinoviales de PGE;

El tratamiento con cualquiera de las tres formas de KTP provocd una marcada
disminucién en la concentracién sinovial de PGE> comparado con los animales del
grupo Placebo, en quienes los niveles del mediador estuvieron aumentados desde la
primera medicién hasta las 12 h de inducida la artritis (Fig. 13). Las concentraciones
de PGE; mas elevadas fueron observadas a fas 8 h en los animales del grupo
Placebo con 234.18 +71.70 pg/ml; a la hora post-induccién en el grupo RAC-KTP
con un registro de 50.62 £25.24 pg/m; a las 24 h en el grupo R(-)KTP con valores de
4699 1£13.76 pg/ml y a las 12 h en los animales del grupo S(+)KTP con
concentraciones de 21.17 £12.19 pg/ml. El andlisis estadistico que comparé las AUC
(concentracion de PGEz en liquido sinovial en funcion del tiempo) reveld diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo Placebo frente a los tres grupos
tratados con KTP (Placebo vs RAC-KTP, P < 0.01; Placebo vs S(+)KTP, P <0.01y
Placebo vs R(-)KTP, P < 0.05). No se observaron diferencias significativas entre los
diferentes compuestos de KTP. Los valores de AUC fueron 3919.2, 1478.8, 12171y
731 para los grupos Placebo, R(-)KTP, RAC-KTP y S(+)KTP respectivamente.
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Figura 13. Concentracion de PGE; (pg/ml) en liquido sinovial (X £ SD) en funcién del tiempo
en equinos artriticos luego de la administracion intravenosa de placebo y Rac-KTP (2.2
mg/kg), S(+)KTP (1.1 mg/kg) y R(-)KTP (1.1 mg/kg). CUADRO INTERIOR: Areas bajo la
curva (AUC) concentracion de PGE; vs tiempo en los cuatro grupos experimentales.
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3.3.10 Concentraciones sinoviales de glucosaminoglicanos

La distribucion temporal de GAGs en el liquido sinovial mostré un comportamiento
similar durante las primeras horas en los cuatro grupos experimentales, caracterizado
por un aumento notorio en la concentracidon de este compuesto desde las cuatro
hasta las doce horas post-induccién (Fig. 14). En el grupo Placebo, aunque la
concentracion de GAGs estuvo elevada a las 12 h, el valor pico se registré a las 36 h
y fue la concentracion mas elevada detectada en los cuatro grupos experimentales
(377.6 £67.4 pg/ml). En los grupos RAC-KTP y S(+)KTP las concentraciones de
GAGs en sinovia alcanzaron sus valores pico a las 12 h, siendo los mismos de 373.1
+110.9 pg/ml y 348.5 182.3 uyg/ml respectivamente, mientras que en el grupo R(-)KTP
el valor mas elevado se registré a las 24 h y fue de 343.4 166.4 pg/ml, luego las
concentraciones de GAGs disminuyeron hasta las 48 h en los grupos tratados con
KTP. El analisis estadistico que compard las AUC (concentracion de GAGs en liquido
sinovial en funcién del tiempo) no mostré diferencias estadisticamente significativas
entre grupos, siendo los valores del area bajo la curva de 15204, 14253, 12551 y
12502 para los grupos Placebo, RAC-KTP, S(+)KTP y R(-)KTP respectivamente.
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Figura 14. Concentracién de glucosaminoglicanos totales (ug/mil) en liquido sinovial (X £ SD)
en funcién del tiempo en equinos artriticos luego de la administracién intravenosa de placebo
y Rac-KTP (2.2 mg/kg), S(+)KTP (1.1 mg/kg) y R(-)KTP (1.1 mg/kg). CUADRO INTERIOR:
Areas bajo la curva (AUC) concentracién de glucosaminoglicanos totales vs tiempo en los
cuatro grupos experimentales.
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3.3.11 Concentraciones séricas de TxB,

Las concentraciones séricas de TxB, se mantuvieron mas elevadas en el grupo
Placebo durante las 36 h post-induccién comparado con los tres grupos tratados con
KTP (Fig. 15). Asi, mientras las concentraciones en el grupo Placebo a las 0.25 h
fueron de 52.19 +£36.13 pg/ml, en los grupos tratados con ketoprofeno se registraron
los valores mas bajos, que fueron de 0.28 +0.09 pg/mi; 0.30 £0.11 pg/ml y 0.38 +0.15
pg/ml para RAC-KTP, S(+)KTP y R(-)KTP respectivamente. Esta marcada inhibicion
en la generacién ex vivo de TxB, en los grupos tratados con ketoprofeno se mantuvo
hasta las 12 h, momento en el que se observé un aumento paulatino hasta las 36 h,
con valores maximos de 8.45 1+6.59 pg/ml a las 24 h en el grupo R(-)KTP, 7.95 +5.04
pg/ml a las 36 h en el grupo S(+)KTP y 6.94 +5.21 pg/ml a la misma hora en el grupo
RAC-KTP. El andlisis estadistico mostré diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo Placebo vs los tres grupos tratados con ketoprofeno (P < 0.001),
siendo los valores de AUC de 932.3, 173.8, 170.1 y 106.8 para los grupos Placebo,
R(-)KTP, S(+)KTP y RAC-KTP respectivamente.
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Figura 15. Concentracion de TxB. (ng/mi) en suero (X + SD) en funcién del tiempo en
equinos artriticos luego de la administracién intravenosa de placebo y Rac-KTP (2.2 mg/kg),
S(+)KTP (1.1 mg/kg) y R(-)KTP (1.1 mg/kg). CUADRO INTERIOR: Areas bajo la curva (AUC)
concentracién de TxB, vs tiempo en los cuatro grupos experimentales
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4. DISCUSION

4.1 MODELOS EXPERIMENTALES

La aplicacion de modelos experimentales de artritis en equinos es muy extendida.
Estos modelos se han utilizado con diferentes objetivos, como lo es el estudio del
proceso inflamatorio articular (121; 208; 163; 59; 105; 149) o bien la evaluacion de la
eficacia de farmacos antiartriticos (60; 69; 199; 89). La aplicacion de estos modelos
experimentales permmite el analisis controlado, secuencial y precoz de los cambios
inflamatorios articulares. Ademas por estar disefiados en la especie blanco (en la que
se produce la enfermedad en forma espontanea) permiten discutir los resultados
desde un punto de vista mas real. Existen marcadas diferencias entre los distintos
modelos experimentales aplicados a los procesos inflamatorios articulares. Los
modelos quirdrgicos emulan la artritis traumatica producida en forma natural y son
atiles para evaluar el efecto de los tratamientos a mediano‘y largo plazo. Sin
embargo, pueden producir lesiones permanentes que afecten el bienestar del animal
por el resto de su vida. Por otro lado, los modelos que usan irritantes como
carragenina y coadyuvante de Freund provocan lesiones, aunque no permanentes,
de larga duracién y lenta evolucién, haciéndolos inaplicables para el estudio de los
procesos articulares agudos. El modelo de artritis endotdéxica es el que mejor
garantiza el bienestar animal, siendo de corta duracién y evoluciéon benigna, aun
cuando puede provocar modificaciones clinicas sistémicas como pirexia, depresién y
anorexia (especialmente en los equinos, que son particularmente sensibles a LPS);
sin embargo, cabe aclarar que estas manifestaciones son claramente dosis
dependientes (195). Por otro lado, la toma repetida de muestras sinoviales por
artrocentesis es bien tolerada (245).

La inyeccidn intraarticular de LPS provoca una marcada sinovitis serosa (aumento del
volumen del liquido sinovial con abundante cantidad de proteinas) con importante
infiltracidn leucocitaria. En la practica esta respuesta se observa especialmente en la
artritis séptica (135; 252; 123), sin embargo la sinovitis aguda sin un aumento
marcado de leucocitos es poco comun y se observa en la hemartrosis, ya sea como
consecuencia de una distension exagerada de la capsula articular o debido a un
trauma severo con fragmentacién osteocondral.

Cualquiera de estas patologias puede perpetuarse y la sinovitis aguda culminar en
una artritis cronica con degeneracién del cartilago articular; por tal motivo, el estudio
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de los cambios tempranos y magnificados de este modelo experimental puede ser
clave para comprender los estadios iniciales de la artritis. Aunque los modelos
experimentales idealmente deberian ser un reflejo de la enfermedad que se desea
estudiar, también es util analizar la respuesta individual aunque amplificada de los
tejidos para establecer la importancia (el rol) que tienen cada una de las estructuras
involucradas en el proceso global. Por dltimo, una de las ventajas mas provechosas
de este modelo experimental es que la inflamacion articular es reversible entre los
dos o tres dias posteriores a la inyeccién intraarticular de LPS. Esto permite utilizar al
mismo animal en el corto plazo aplicando disefios de cross-over con intervalos cortos
entre cada periodo, y sin efectos de “arrastre”. En consecuencia, es posible estudiar
las respuestas de los mismos animales frente a diferentes tratamientos. Esta
posibilidad experimental cobra gran importancia cuando se analizan respuestas con
gran variabilidad inter-sujetos, como sucede con parametros clinicos, especialmente
aquellos relacionados con el dolor.

Los lipopolisacaridos (LPS o endotoxina) son componentes de la cara externa de la
membrana de todas las bacterias Gram negativas. Clasicamente estan conformados
por tres regiones: el lipido A, un centro de estructura oligosacarido y el polisacarido
0.

Los macréfagos/monocitos (o células de Kupffer en el higado) son probablemente las
principales células que interactian con LPS. La via primaria de la respuesta
inflamatoria se inicia cuando LPS se fija a la proteina fijadora de lipopolisacaridos
(LBP), un miembro de las llamadas proteinas de la fase aguda de la inflamacién. El
lipido A es la regién del LPS que provoca la reaccién inmunoinflamatoria. Una vez
formado, el complejo LPS-LBP interactia con el receptor CD14 en el macréfago,
iniciando la cascada de citokinas pro-inflamatorias: tumor necrosis factor e
interleukinas (IL-1, IL-6 e IL-8), ademas de metabolitos del acido araquidénico entre
otras sustancias (251). Las células primarias en la respuesta a LPS son, como se dijo
anteriormente, los macréfagos/monocitos asi como los fibroblastos sinoviales. Sin
embargo, se ha demostrado en estudios in vitro que LPS provoca una estimulacién
dosis dependiente de los condrocitos, que conduce a un marcado aumento en la
produccion de prostaglandina E2 asi como de IL-1. Esto ultimo ha sido demostrado
en una variedad de especies, entre ellas, equinos, bovinos (179) y ratas, asi como en
sinoviocitos equinos (131). La acciéon de LPS sobre los condrocitos se traduce en
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alteraciones en el metabolismo de los proteoglicanos, tanto por disminucion del
anabolismo, como por un aumento en su catabolismo (203).

En el presente estudio la administracion intraarticular de LPS a la dosis de 0.01 pg/kg
provocé modificaciones locales importantes, con una minima respuesta sistémica.
Esto es consecuencia de la dosis administrada ya que dosis diez veces mayores
producen importantes respuestas sistémicas con elevacién del 10% en la
temperatura corporal asi como modificaciones cardiovasculares (taquicardia e
hipotensién) (59; 194). Los signos sistémicos podrian ser consecuencia de la
absorcion de LPS, lo que induce la sintesis hepatica de las llamadas proteinas de
fase aguda (entre ellas, LBP), ademas de TNF e IL 6 (158).

4.2 FARMACOCINETICA

Ketoprofeno (KTP) [4cido * 2-(3-benzoilphenyl)propidnicol es una droga
antiinflamatoria no esteroidea del grupo 2-arilpropiénico y como tal posee un carbono
asimétrico en su molécula que le otorga la caracteristica de compuesto quiral (130).
Las diferencias en la organizacién de los atomos en los compuestos quirales pueden
provocar comportamientos distintos tanto en su farmacocinética (139) como en su
farmacodinamia (54). De esta manera, los isémeros de un compuesto quiral, pueden
diferenciarse por su unién a proteinas (distribucién), biotransformacién (clearence
total) e inclusive por las caracteristicas cuali y cuantitativas del efecto farmacoldgico.
El comportamiento farmacocinético de la mezcla racémica de KTP en equinos ha sido
reportado y los resultados han demostrado que la disposicion plasmatica es
estereoselectiva, siendo el enantidmero S(+) el predominante en plasma (110; 129;
133; 11). El predominio plasmatico de S(+)KTP fue atribuido a una inversién quiral
unidireccional producida a nivel hepético, que transforma al isémero R(-)KTP en su
antipoda éptica S(+)KTP. La inversioén quiral unidireccional ha sido reportada también
en otras especies, incluyendo humanos, conejos, ratas, bovinos, ovinos y perros (1;
64; 65; 108; 45; 133).

El primer paso durante la inversion quiral de los derivados arilpropidnicos es la
formacion de tioésteres de CoA (186). La sintesis de estas moléculas esta catalizada
por la acil CoA sintetasa de cadena larga, la cual es estereoespecifica para los
enantiomeros de configuracién R(-). En los hepatocitos esta enzima esta presente en
el reticulo endoplasmico (microsomas), mitocondrias y peroxisomas (124; 174). El

acilCoA tioéster sintetizado puede seguir tres vias diferentes (106). El mecanismo de
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inversiéon quiral ha sido propuesto por Nakamura et al. (185), y fue descripto en la
seccién Introduccion.

El porcentaje de inversiéon quiral (P1Q) reportado en el presente estudio para equinos
artriticos (19.9%) es mucho menor al reportado por Landoni & Lees (133). Esta
diferencia podria ser explicada considerando el grado de severidad de la reaccion
inflamatoria inducida. En su trabajo de 1996 Landoni y Lees reportan un PIQ de
48.8%, en este estudio los equinos presentaban una reaccién inflamatoria localizada
y leve (inducida por la inyeccidn intracavitaria de carragenina en cajas titulares
implantadas quirdrgicamente en el subcutdneo) comparada con la magnitud del
proceso inflamatorio inducido en el presente estudio.

Es importante considerar la influencia probable que la reaccién infamatoria aguda
ejerce sobre los sistemas fisiologicos, en particular el sistema nervioso auténomo y el
sistema cardiovascular. Es dable pensar que una activacién simpaticoadrenal
produzca una reduccién en el flujo sanguineo renal (probablemente poco significativo
en la cinética de KTP debido a que por ser un fA&rmaco de alta unién a proteinas
plasmaticas su filtracién glomerular es limitada) y posiblemente una reduccién en el
flujo sanguineo hepatico, la cual es importante ya que produciria una reduccién en el
clearance hepatico del farmaco.

La influencia de la presencia de inflamacion y/o infeccién sobre la disposiciéon de los
farmacos ha sido reportada previamente (210; 180; 178). Ademas la capacidad de
LPS de deprimir la actividad de citocromo P450 ha sido descripta in vitro (175; 176;
177). Este efecto de LPS es mediado a través de la induccién de la sintesis de
citokinas, especialmente TNF, IL-1 e IL-6, todas estas moléculas con demostrada
capacidad de inducir “down regulation” en todas las actividades enzimaticas
dependientes de citocromo P450 (2; 175; 176; 177). La inyeccién de LPS en nuestro
estudio pudo haber inducido la sintesis de citokinas, que probablemente provocé una
reducciéon en el metabolismo hepatico, lo cual es reflejado en una reduccién en el
grado de inversion quiral. De hecho, un aumento en los niveles séricos de IL-6 ha
sido reportado en pacientes con artritis (102; 237; 103). Es por lo tanto probable que
un incremento en los niveles séricos de IL-6 se produjera tras la inyeccion intrarticular
de LPS. Desafortunadamente, en el presente estudio los niveles séricos de citokinas
no fueron dosados. Interesantemente, el grado de inversiéon quiral de ibuprofeno
disminuy6 en pacientes humanos durante cirugia dental (109).
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La inhibicién de la inversion quiral tiene importantes consecuencias clinicas ya que,
S(+) KTP es considerado el eutémero para la inhibicion de ciclooxigenasa (235).
Este punto es muy importante y deberia ser tenido en cuenta para el apropiado uso
terapéutico de este farmaco.

En el presente estudio, el volumen de distribucién de R(-)KTP fue casi el doble que el
estimado para S(+)KTP. Es importante notar la gran variacién interanimal observada
en este parametro tras la administracion de la mezcla racémica. Estos resultados
contrastan con estudios previos en animales sanos, en los cuales los valores de Vd
para ambos enantidmeros tras la administracién del racemato son similares (128 ;30).
Esto también es cierto para estudios que utilizan equinos con inflamacion leve tanto
luego de la administraciéon del racemato (0.47 y 0.49 I/kg, para R(-) y S(+)KTP,
respectivamente) (128) como de los enantiomeros puros (0.53 y 0.63 l/kg, para R(-) y
S(+)KTP, respectivamente) (133). Las diferencias observadas pueden ser explicadas
por el menor grado de inversiéon quiral observado en el presente estudio. Como se
menciono previamente, S(+)KTP es el eutémero para la inhibicién de ciclooxigenasa,
por lo tanto tiene la capacidad de modular su propia distribucién, inhibiendo la
inflamacién y por lo tanto reduciendo la permeabilidad y el acceso al compartimento
inflamado. Probablemente, el menor Vd estimado para R(-)KTP en equinos con
inflamacién leve (caja tisular) es reflejo de la actividad farmacolégica de su antipoda
optica producida por inversion quiral. De hecho, la CE50 de S(+)KTP para la
inhibicién de la sintesis de PGE, en equinos es muy baja, 0.033 pg/ml (133). Dado
que en nuestros equinos artriticos el PIQ esta reducido, la cantidad de S(+)KTP
metabdlicamente producida (especialmente tras la administraciéon de R(-)KTP) podria
no ser la suficiente para reducir la permeabilidad incrementada en el compartimiento
inflamado, y esto se refleja en un mayor volumen aparente de distribucién para el
enantiémero R(-).

Los valores de CIB para R(-) y S(+)KTP luego de la administracién de la mezcla
racémica son similares a los estimados tras la administracién de los enaniémeros
puros. Sin embargo, estos valores son menores a los reportados en animales sanos
tras la administracion del racemato (128), esto es razonable considerando la
disminuciéon del metabolismo hepatico inducido por la presencia del proceso
inflamatorio.

Las concentraciones de S(+) y R(-) en liquido sinovial tras la administracién del

racemato fueron mensurables hasta las 4 h. Esta corta pemmanencia coincide con la
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reportada en equinos sanos (30; 11). Owens y colaboradores (191) compararon las
concentraciones de KTP en sinovia en animales sanos y con sinovitis aguda
(inducida por la inyeccién intrarticular de carragenina) y encontraron una mayor
persistencia en el ultimo grupo (hasta 9 horas). Sin embargo, no es posible discutir
estos resultados ya que no se utilizaron métodos analiticos enantioselectivos.

Las concentraciones sinoviales de S(+)KTP (AUC) luego de su administracién IV son
similares a las observadas tras la administraciéon de la mezcla racémica, lo que refleja
la ausencia de interacciones entre los enantidmeros en los procesos de transporte a
través de membranas bioldgicas.

4.3 PARAMETROS CLINICOS

La inyeccién intraarticular de 0.01 pg/kg de LPS provoco signos clinicos de artritis
aguda en todos los animales independientemente del tratamiento administrado,
ademas de moderados y pasajeros signos sistémicos como los reportados por
Hawkins y colaboradores en 1993 (94). -

4.3.1 Temperatura

La temperatura corporal en esta experiencia fue registrada, como ya se explicd, con
un termoémetro de maxima colocado dentro de la cavidad bucal desde la comisura.
Esto explica los registros mas bajos obtenidos durante las primeras horas
comparado con los que habitualmente se detectan en la clinica equina cuando se
estima la temperatura sistémica utilizando el abordaje anal. No obstante, esta
metodologia de trabajo permitié registrar las variaciones térmmicas inducidas tras la
inyeccion de LPS en los diferentes grupos experimentales que era el objetivo
principal del procedimiento. La temperatura corporal estuvo elevada durante las 48 h
que durdé el estudio en todos los animales, con dos picos, uno entre las 8 y 12 HPl y
otro de menor magnitud a las 36 HPI. El aumento observado en todos los grupos
experimentales a las doce horas coincide con las modificaciones clinicas ocurridas en
el miembro artritico y pudo ser consecuencia de la absorcién sistémica de LPS (204).
Sin embargo el aumento en los registros a las 36 HPI pudo ser reflejo de las
temperaturas ambientales vespertinas mas elevadas, de las fluctuaciones diurnas
fisiolégicas (producto de la actividad, alimentacion etc.) o de ambas (88).
Experiencias anteriores utilizando 0.1 pg/kg provocaron picos mas elevados y
tempranos, entre 5 y 7 HPI en la temperatura rectal, mientras que con dosis de
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0.0077 pg/kg los picos de temperatura rectal se observaron a las 18 HPI. El efecto
antipirético potencial de cualquiera de las formas de KTP no alteré significativamente
las curvas de temperatura sistémica en funcién del tiempo, no obstante el
enantiémero R(-) tuvo un comportamiento similar al tratamiento placebo, mientras
que los animales tratados con racémico y S(+) ketoprofeno tuvieron picos de
temperatura mas bajos sugiriendo que el enantidmero S(+) presente en
concentraciones plasmaticas méas elevadas luego de inyectadas las dos
preparaciones mencionadas pudo haber sido responsable del escaso efecto
antipirético. Aun asi, el analisis global de la respuesta (AUC) mostré que los animales
del grupo S(+)KTP tuvieron sus temperaturas corporales mas elevadas, incluso frente
a aquellos del grupo Placebo. Esta respuesta es dificil de explicar, sin embargo aun
cuando ketoprofeno posee efecto antitérmico, se han identificado varios mediadores
de la inflamacién no eicosanoides que tienen importancia en la respuesta sistémica a
LPS, como TNF, IL-1 e IL6 (158, 48).

4.3.2 Circunferencia carpiana

La circunferencia carpiana aumenté desde la primer hora hasta las 36 o 48 h post
inyeccién y ninguno de los tratamientos administrados pudo evitar el edema
inflamatorio de los tejidos articulares. Esto puede ser debido al escaso poder
antiedematoso de cualquiera de las formas de KTP, de hecho esto ha sido observado
por otros autores con otros AINEs, como fenilbutazona (241). Sin embargo la
medicién de este parametro clinico resulté facil de realizar y fue bien tolerada por los
animales. Por tal motivo el registro de la circunferencia carpiana tras la inyeccion
intracarpal de 0.01 pg/kg de LPS puede ser util para evaluar tanto la potencia como la
duracién del efecto antiedematoso de las drogas.

4.3.2 Angulo carpiano en reposo

El dngulo carpiano en reposo o angulo carpiano del miembro “en estacién", fue
seleccionado para evaluar indirectamente el dolor del miembro artritico. Cuando el
angulo carpiano se mantiene en 180° (equivalente a 100 para valores nommalizados)
el miembro esta recto hacia el piso apoyando su peso como lo hace normalmente,
mientras que a medida que el angulo carpiano disminuye (flexién voluntaria del
carpo), se interpreta que el animal evita soportar peso. Debido a que el equino en

reposo mantiene continuamente sus miembros anteriores apoyados, ya que descarga
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aproximadamente un 10 % mas de peso en los miembros anteriores que en los
posteriores (182), se pensd a priori que la medicion del angulo carpiano en reposo
seria un reflejo objetivo y veras de la magnitud del dolor en el miembro artritico. Sin
embargo, por nuestra experiencia, es posible especular que la medicion espaciada
(no continua) del angulo carpiano en reposo tiene baja repetitividad y es poco
representativa para cuantificar el efecto de los tratamientos. Esto puede ser debido a
que la medicién se realiza durante un instante pequefio y tanto el apoyo como la
elevacién (descanso) del miembro con dolor son intermitentes. Ademas el angulo
carpiano en reposo puede variar por factores secundarios, como el simple
acercamiento del operador. En definitiva, obtener registros intervalicos para identificar
una modificacién labil como el angulo carpiano en reposo, puede provocar
mediciones e interpretaciones erréneas. De hecho, nuestro grupo se halla en la etapa
de disefio de una modalidad video/dinamica de aplicacién para la evaluacién de este
parametro. El dngulo carpiano en reposo se modificé mas tarde que cualquiera de los
otros parametros clinicos que se evaluaron en los cuatro grupos experimentales. De
esta manera, los cambios observados fueron minimos a las 4 h y notorios entre las 8
y 12 h post-induccién donde solo el tratamiento con RAC-KTP alteré (aunque no de
manera estadisticamente significativa) la reduccion del angulo articular. Los registros
de las 8 y 12 h revelaron que los animales tratados con S(+)KTP mantuvieron sus
angulos carpianos en reposo mas cerrados (miembro en descanso) revelando
incomodidad para mantener el miembro soportando el peso.

4.3.4 Angulo carpiano en flexiéon

Todos los animales utilizados en este estudio mostraron intolerancia a la flexion de
sus carpos desde la hora 2 hasta las 48 h post-induccién, con picos entre las 8 y 12
h. Debido a que el registro de este parametro involucra una respuesta voluntaria
frente al dolor, es un método util para evaluar el efecto analgésico de los
tratamientos. Los registros mas elevados de toda la experiencia fueron obtenidos en
los animales del grupo Placebo entre las 4 y 12 h. Adicionalmente, los animales de
cualquiera de los grupos tratados con KTP toleraron mejor la maniobra comparado
con aquellos del grupo Placebo entre las 2 y las 48 h de inducida la artritis,
particularmente aquellos tratados con RAC-KTP o S(+)KTP. Siendo la flexion forzada
del carpo una maniobra que provoca dolor, el enantidmero S(+) (presente en

concentraciones intrasinoviales mas elevadas tanto cuando se administré S(+)KTP
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como RAC-KTP) parecié ser el responsable del mayor efecto analgésico. El
mecanismo que provoca esta modificacion en la respuesta puede ser dual; por un
lado mediante la inhibicién en la produccién local (intraarticular) de PGE,, y por otro
debido a una accién central (supramedular) que ha sido descripta para todos los
AINEs (151; 17).

4.3.5 Largo de paso

El acortamiento del paso fue observado en todos los grupos experimentales, desde
las primeras mediciones hasta el final de la experiencia momento en el cual los
animales normalizaban su tranco. La longitud del paso fue seleccionada como una
medida para evaluar el dolor en el miembro artritico debido a que durante este andar
la distancia entre pisadas es igual en ambos miembros contralaterales -en nuestro
caso los miembros anteriores- (75). Esto es importante debido a que en este estudio
se utilizé un disefio de cross-over, donde cada miembro anterior fue sometido a dos
tratamientos diferentes y sus respuestas fueron analizadas junto a las respuestas de
los miembros opuestos. Este parametro clinico, al igual que la flexién forzada del
carpo, esta relacionado con el dolor. De esta manera, cuando la articulaciéon carpal de
un miembro duele se produce un acortamiento en la longitud del paso, debido a una
reduccién temporal tanto en la fase de apoyo como en la fase de elevacién (189). Sin
embargo, a diferencia de la evaluaciéon del angulo carpiano en flexién, el largo del
paso es un registro mas fidedigno, con menor variacién individual. La menor
variabilidad de esta medida se debe a que en la obtencién del registro se promedian
una cantidad no menor a diez pasos, con lo cual se diluyen los factores secundarios
que puedan influenciar la respuesta. Ademas las modificaciones en este parametro
se producen desde muy temprano, momento en el cual el efecto clinico de las drogas
a evaluar puede ser mas evidente y el efecto “respuesta-automatica” a la maniobra es
menor. Estas observaciones han sido detectadas por otros investigadores quienes
calificaron la evaluacion de este parametro clinico como reproducible y sensible
(241). EIl tratamiento con cualquiera de las formas de KTP mejoré el largo de paso
comparado con el grupo Placebo desde la hora 1 hasta las 12 hs post-inyeccion. El
efecto inhibitorio de los tratamientos fue mas pronunciado a las 2, 4 y 8 horas, siendo
el orden decreciente de potencia S(+)KTP, RAC-KTP y R(-)KTP. Nuevamente, el
efecto analgésico pudo haber sido consecuencia de las concentraciones locales del

enantiomero S(+) ya que el efecto analgésico observado fue mas notorio (aunque
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estadisticamente no significativo) en los animales de los grupos RAC-KTP y S(+)KTP
y en menor cuantia en los del grupo R(-)KTP, estando el nivel de respuesta

estadisticamente relacionado a las curvas de disposicién sinovial del enantidmero
S(+)KTP.

4.4 PARAMETROS BIOQUIMICOS

4.4.1 Leucocitos

La extravasacion de leucocitos del lumen de los vasos sanguineos hacia los tejidos
ha sido implicada como un factor clave en numerosas enfermedades inflamatorias
incluyendo artritis (187; 200; 111). El numero total de leucocitos en liquido sinovial de
equinos ha sido estudiado tanto en articulaciones nomales (164), como en aquellas
con enfermedad articular degenerativa (80) o artritis infecciosa (245). En
articulaciones normales los valores no oscilan demasiado segun lo publicado por
diferentes autores: 167 + 21y 87 cel/mm?® (201; 253, respectivamente). Sin embargo,
existe un amplio rango de variaciones cuantitativas en las diferentes enfermedades
con relacién a los leucocitos sinoviales. Asi, en el curso de las sinovitis ideopaticas y
osteocondritis disecantes los conteos leucocitarios no sobrepasan los 1000 cel/mm?®
ya que se trata de condiciones con un escaso o nulo componente inflamatorio. En
casos de artritis traumatica y osteoartritis (artritis cronica o enfermedad articular
degenerativa) los conteos leucocitarios varian considerablemente dependiendo del
grado de inflamacién de la membrana sinovial, pudiendo elevarse hasta 10000
cel/mm® .Por ultimo, en la artritis infecciosa los conteos leucocitarios sobrepasan
valores de 50000 cel/mm® tanto que los conteos por encima de 100000 son
patognoménicos (221; 244).

La inyeccion intraarticular de LPS provoca un aumento en el nimero de leucocitos en
sinovia el cual es dosis dependiente (194). Este aumento en la cantidad de glébulos
blancos es lineal hasta dosis intraarticulares de LPS de 0.001 pgkg
aproximadamente, mientras que, a partir de alli un aumento en la dosis intraarticular
de LPS no provoca un aumento en la respuesta. En nuestra experiencia, dosis diez
veces mas elevadas (0.01 pg/kg) que las dosis citadas como las de respuesta
maxima confirman esos hallazgos ya que el conteo total de leucocitos en el grupo
Placebo alcanzé un valor pico de 152 +77.1 x 10° leucocitos/ml a las 12 h post-

inyeccion, valores similares a los reportados por Firth con dosis de LPS de 0.1 pg/kg
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(59). Los leucocitos infiltrados en respuesta a la inyeccién intraarticular de LPS son
los responsables de la liberacion de mediadores previamente almacenados y de la
sintesis de nuevos mediadores, ademas de radicales libres de oxigeno. Por otro lado,
la liberacion de enzimas desde los granulos provoca la degradacién tanto del acido
hialurénico del liquido sinovial como del cartilago articular. Ketoprofeno, asi como
otros AINEs fue presentado en la literatura veterinaria como un inhibidor dual en el
proceso inflamatorio, tanto de la via ciclooxigenasa (COX) como de la via
lipoxigenasa (LO), siendo esta ultima responsable de la sintesis de mediadores
(como Leukotrieno By) involucrados en la migracion leucocitaria (20; 44; 100; 113,
114). Sin embargo, existen reportes que demuestran la incapacidad de ketoprofeno
para inhibir 5-LO de origen animal (130). En este estudio, ninguna de las formas en
las que se administré KTP fue capaz de inhibir significativamente la llegada al foco
inflamatorio de los leucocitos. Por el contrario, si bien no hubo diferencias
estadisticamente significativas, el AUC (concentracion de leucocitos en liquido
sinovial en funcién del tiempo) fue marcadamente menor en.el grupo Placebo
comparado con cualquiera de los grupos tratados con KTP. Resultados similares han
sido reportados en un modelo de sinovitis equina en el cual se evalué KTP y
fenilbutazona, ademéas estos autores detectaron un aumento significativo en las
concentraciones sinoviales de LTB4 en los grupos tratados (190; 192). Estos
hallazgos coinciden con otros estudios realizados en humanos, equinos, bovinos, y
ovinos en los cuales los AINEs redujeron la concentracién sinovial/exudado de
prostaglandinas pero provocaron un aumento en el ndmero de leucocitos y en las
concentraciones de LTB4 (213; 243; 192; 133; 134). Una posible explicacion para
estos hallazgos podria basarse en el aumento de oferta de acido araquidénico para la
via 5-lipoxigenasa debido a la inhibicion de la via ciclooxigensasa, con la
consecuente sintesis de mayor cantidad de LTB4, un potente quimioatrayente (140).
Aunque esta explicacion parece sencilla y facilista, no han sido publicado trabajos
experimentales para refutarla. Ademas daria cabida a un enunciado basico para
comprender la naturaleza de la respuesta inflamatoria: no existe ningun paso durante
la cascada inflamatoria que pueda inhibirse provocando la supresion total de la
reaccion, esto garantiza la respuesta (8). Sin embargo, a la luz de los nuevos
acontecimientos cientificos con relacién al mecanismo de acciéon de las drogas
antiinflamatorias no esteroideas, es criterioso pensar que otras formas inducibles de
COX pueden estar involucradas en el proceso inflamatorio.
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4.4.2 Proteinas

La cuantificacién de las proteinas totales en liquido sinovial se realiza rutinariamente
en la mayoria de los laboratorios mediante la técnica de Biuret (84) o mediante un
refractémetro. Esta ultima es la mas utilizada por ser una metodologia sencilla y
eficaz para fines diagnésticos. En ese sentido, en el presente estudio se utilizé un
método espectrofotocolorimétrico que es mas sensible que la refractometria. La
necesidad de un método sensible radica en que los enantiomeros de KTP podrian
modificar la concentracion de proteinas totales en sinovia con diferencias muy sutiles,
las cuales pasarian inadvertidas para los métodos de uso rutinario en clinica equina.
En equinos adultos normales, la concentracién de proteinas totales del liquido
sinovial oscila entre un 25 a 35 % de la concentracion de proteinas plasmaticas. De
esta manera, los valores normales han sido establecidos en 1.81 + 0.26 g/dl (253). En
general, la concentraciéon de proteinas sinoviales aumenta durante el periodo agudo
de la respuesta inflamatoria, como consecuencia del incremento de la permeabilidad
capilar, aumentando asi la concentracion relativa de alfa 2 globulinas respecto de las
albuminas, ademas de la presencia del fibrindgeno. Adicionalmente, las proteinas en
el liquido sinovial pueden aumentar debido a su sintesis a partir de los sinoviocitos
(170). Valores de proteinas totales superiores a 2.5 g/dl son indicativos de la
presencia de una reaccion inflamatoria leve, mientras que valores superiores a 4 g/d|
indican la presencia de una inflamacién severa. Valores superiores a 7 g/dl se
consideran como patognoménicos de artritis infecciosa (170). En el presente estudio
las proteinas sinoviales tras la inyeccién intracarpal de 0.01ug/kg de LPS aumentaron
desde la primera medicién (1 hora) en los cuatro grupos experimentales, con valores
pico de 49 + 19,48 + 1,43 + 65y 3.9 + 1.6 g/dl entre las 8 y 36 horas post-
inyeccion para los grupos S(+)KTP, Placebo, R(-) KTP y Rac-KTP respectivamente.
La concentracion proteica de la sinovia se mantuvo elevada hasta el final de la
experiencia en los cuatro grupos experimentales. Los presentes resultados no
difieren de los aumentos marcados, tempranos y sostenidos reportados en otros
estudios que aplicaron el modelo de artritis endotéxica, tanto en animales de
laboratorio (101; 202; 216) como en equinos (59; 94; 194). Esto ultimo se debe a la
magnitud de la respuesta inflamatoria inducida por LPS, la que contiene un
importante componente inmunolégico, similar al observado in vivo durante la artritis
séptica (245). El efecto modulador de la respuesta inflamatoria ejercido por los
enantidmeros de KTP no se vio reflejado en una reduccién de la penetrabilidad de
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proteinas al liquido sinovial. La incapacidad de los AINEs en general para inhibir la
transudacion de proteinas desde el plasma a los compartimentos inflamados ha sido
reportada, no solo en equinos aplicando modelos de inflamacién tisular (127; 130),
sino en otras especies como bovinos y ovinos (132;134). Esta incapacidad refleja la
complejidad del proceso inflamatorio y que, como se mencioné previamente durante
esta seccion, la inhibicién de un solo mediador (en este caso PGE2) no es suficiente
para abolir la respuesta inflamatoria.

443I1L-1B

IL-1 provoca efectos tanto sistémicos u hormonales como locales. En nuestra
experiencia los cambios fundamentalmente locales, ademas de los escasos efectos
sistémicos, pudieron ser consecuencia de la produccién local de IL-1 tras la inyeccién
intraarticular de LPS. Los efectos sistémicos o de tipo hormonal de IL-1 han sido
descriptos, y basicamente son similares a los observados tras la inyeccion
intravenosa de endotoxinas. De esta manera, la manifestacion- clinica mas notoria
incluye cambios en el comportamiento fundamentalmente depresién y anorexia
debidos entre otras causas a hipertermia, hipotensién, sintesis de proteinas de fase
aguda por parte del higado, disminucién en la concentracion de albumina, de Fe, de
Zn ademas de una neutropenia inicial (consecuencia de la aumentada adhesién al
endotelio), seguida por neutrofilia (consecuencia de la liberacion desde la médula
6sea), (50). Si bien los estudios in vitro sobre IL-1 son mucho mas numerosos que los
in vivo, los primeros explican en parte los acontecimientos observados in vivo. Por
ejemplo, los efectos de IL-1 sobre el metabolismo del acido araquidénico en las
células endoteliales pueden explicar el estado de shock hemodinamico observado in
vivo; esto es debido a que IL-1 tiene probados efectos sobre células endoteliales,
provocando la sintesis de prostaglandinas, entre ellas PGI2 y PGE2, ambos
vasodilatadores, ademas IL-1 favorece la adhesién y migracién de leucocitos al foco
inflamatorio. Varios investigadores han demostrado que bajas concentraciones de
endotoxinas bacterianas (ng/ml) en cultivo de células endoteliales inducen la
liberacién de IL-1 (141). En los organismos superiores los lipopolisacaridos, potentes
inductores de la inflamacion (98; 251; 39), se unen a proteinas de fijacién, este
complejo LPS-LBP interactia con receptores de la superficie de macréfagos y
monocitos induciendo la liberacion de citokinas proinflamatorias, entre ellas IL-1

(266). Por tanto, y como se puntualizé al discutir las causales de hipertermia en el
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apartado sobre parametros clinicos, los efectos sistémicos ocurridos en nuestros
equinos pudieron ser consecuencia tanto de la absorciéon sistémica de LPS
(induciendo la produccion remota de IL-1, por ejemplo en el higado) como por la
accion de IL-1 tras su absorcion sistémica desde la articulacién (efecto endécrino u
hormonal). Como ejemplo de lo dicho podemos citar la respuesta clinica frente a una
infeccién bacteriana, que si bien es un sindrome complejo donde la mayoria de los
procesos pueden ser estimulados o inhibidos por diferentes vias (250; 13; 120), las
citokinas proinflamatorias parecen tener un rol clave en la cascada de mediadores
(21; 51; 97). De hecho, los efectos sistémicos de TNF-a e IL-1B son similares a los
observados en vacas con mastitis por E. coli o en cabras tras la administracién
intravenosa de LPS (250).

La respuesta de los tejidos frente a la injuria depende en parte del balance entre la
concentracién local de citokinas proinflamatorias (efecto paracrino y/o yuxtacrino) y
otras sustancias endégenas con efecto antiinflamatorio (i.e IL-10) (251). Las citokinas
proinflamatorias, IL-1B o TNF-q, tienen un rol clave por su-liberacién temprana
durante la fase aguda de la respuesta inflamatoria (51; 21). Ademas, en los procesos
croénicos su accion catabdlica sobre los tejidos puede perpetuarse, conduciendo a
lesiones locales irreversibles. El estudio de los efectos locales de IL-1 en las
articulaciones ha despertado sumo interés, tanto en humanos como en equinos,
debido a que su presencia es una caracteristica comun en las distintas patologias
articulares en ambas especies (181). Es decir, IL-1B puede iniciar y mantener un
proceso inflamatorio articular.

Debido a la importancia que tiene IL-1PB tanto en los procesos agudos como en el
mantenimiento del dafio tisular, los niveles de este mediador fueron evaluados luego
de la administracién de tres isoformas de ketoprofeno en caballos artriticos. Los
enantiomeros de KTP, por definicion inhibidores de la produccion de PGE2, en
principio, podrian no tener efecto alguno sobre la sintesis de citokinas. Numerosos
trabajos in vitro han demostrado la capacidad de distintas células articulares de
responder a la estimulacién por IL-1 induciendo la liberacién de PGE2 y enzimas
proteoliticas, ambos compuestos relacionados con el deterioro de la matriz tisular
(155;156). En nuestro estudio se observé una elevacién temprana y de magnitud
similar en los niveles intraarticulares de IL-1B en respuesta a la inyeccién de LPS,
tanto en los grupos tratados con KTP como en el grupo Placebo. Estos aumentos
tempranos también se reportan en otros estudios donde luego de inyectar endotoxina
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endovenosa los niveles plasmaticos de citokinas alcanzan los valores pico a las
pocas horas (2 a 4), al tiempo en que se desarrollan los signos clinicos de
endotoxemia (61; 158). En nuestro estudio, las concentraciones de IL-1p en liquido
sinovial aumentaron rapidamente, con valores elevados a las cuatro horas en todos
los grupos experimentales, siendo éstos la Cmax para los grupos R(-) y Rac-KTP y
ligeramente menores a los maximos para los grupos S(+) y Placebo, que presentaron
su Cmax a las 48 h. Sin embargo las diferencias observadas fueron minimas no
alcanzando significacion estadistica. El aumento temprano en las concentraciones
sinoviales de IL-1 observado en nuestro estudio pudo ser responsable, al menos en
parte, del aumento intraarticular de los leucocitos, proteinas, PGE2 (en el grupo
Placebo) y glucosaminoglicanos.

Por tanto, la potente accién inhibitoria sobre COX de los enantidmeros de KTP,
inyectados separadamente o en la mezcla racémica no modificé significativamente la
produccion local de IL-18. Esta observacién contradice lo observado in vitro por
Landoni et al. (131); estos autores reportan una interelacién entre IL-1 y PGE2 en
cultivos de sinoviocitos estimulados con LPS. En este trabajo Landoni et al, reportan
un feed back negativo entre PGE2 e IL-1, demostrando que el isémero S(+), por
provocar una abolicion total de la sintesis de PGE2, induce la desinhibicién de la
sintesis de IL-1, lo que se refleja en un incremento significativo en la concentracién
de esta citokina en el medio de cultivo. La diferencia entre estos estudios podria ser
consecuencia, por un lado, de que en el presente estudio se analiza la respuesta in
vivo de todos los componentes de la articulacion, y por el otro, de que la abolicién
total de la sintesis de PGE2 in vivo es poco probable y en caso de producirse seria
transitoria.

4.4.4 Prostaglandina (PG) E2

La prostaglandina E> ha sido identificada tanto en el liquido sinovial de equinos con
articulaciones normales como en equinos con enfermedad articular adquirida en
forma natural. En articulaciones nommales las concentraciones son mas bajas que en
articulaciones que padecen procesos patolégicos, como la enfermedad crénica
articular u osteoartritis (238; 157; 80; 119). Su participacién en el fenémeno
inflamatorio articular es indiscutible, siendo éste el mediador primario aplicado a la
evaluacion de todos los modelos experimentales de artritis (157; 94; 192; 71).
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En este estudio, la inyeccién intraarticular de 0.01 pg/kg de LPS en equinos para
provocar artritis aguda experimental permitid cuantificar las concentraciones
sinoviales de PGE2 durante las 48 HPI. El aumento entre las 1 y 24 HPI en las
concentraciones sinoviales de PGE2 en el grupo Placebo refleja las bondades del
modelo experimental, induciendo cambios notorios y pasajeros caracteristicos de una
artritis aguda espontanea (no experimental). No obstante, la magnitud de la respuesta
tisular es un punto a considerar. En ese sentido, se ha establecido que en general la
inyeccion intraarticular de irritantes provoca la liberacion al liquido sinovial de
concentraciones mas elevadas de mediadores quimicos que las reportadas en la
artritis producida en forma espontanea. Sin embargo, la curva que grafica la
concentraciéon sinovial de PGE2 vs tiempo en nuestra experiencia registra valores
comparables con los reportados en articulaciones naturalmente dafiadas (157; 238;
80). La elevacion temprana y sostenida en la concentracion sinovial de PGE2 en el
presente estudio coincide con lo reportado en otro estudio donde también se aplicé el
modelo endotéxico (94). Sin embargo, el aumento mas elevado en las
concentraciones intraarticulares de PGE2 en los animales del grupo Placebo de esta
experiencia comparado con el estudio antes citado es producto de la inyeccién de
dosis mas elevadas de LPS. La inhibicion estadisticamente significativa de la sintesis
de PGE2 en liquido sinovial en los animales tratados con KTP (grupos Rac-KTP,
S(+)KTP y R(-)KTP) comparados con el grupo Placebo revela que las tres formas de
administracién de KTP por via endovenosa alcanzan concentraciones a nivel sinovial
superiores a la minima necesaria para la inhibicion de ciclooxigenasa. Este efecto
inhibidor de la sintesis de PGE2 observado en los tres grupos tratados con KTP
puede reflejar dos situaciones diferentes (a) la actividad de S(+)KTP unicamente, o
(b) la resultante de la actividad tanto de S(+)KTP como de R(-)KTP. Es decir, debido
a que en nuestro trabajo hemos detectado una inversién quiral del enantiémero R(-
JKTP a su antipoda éptica S(+)KTP es probable que el efecto inhibitorio en la sintesis
de PGE2 pueda haber sido unicamente por la actividad de S(+)KTP; en este caso
habria una marcada inhibicién luego de administrar tanto S(+)KTP como la mezcla
racémica, y una inhibicion menos notoria luego de administrar el enantiémero R(-
JKTP, producto de su inversion al enantiomero activo. Otra posibilidad es que ambos
enantiomeros sean activos con diferente potencia, siendo el enantiomero S(+) el
eutomero. Aunque no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos tratados con ketoprofeno, el andlisis de la respuesta global (AUC) de los
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individuos a las distintas isoformas de ketoprofeno, indican que Rac-KTP y S(+)KTP
inducen una inhibicién en la produccion de PGE2 mas marcada y sostenida en el
tiempo, mientras que el tratamiento con R(-)KTP produce una inhibicién mas pobre.
Esto confiraria los reportes previos donde se considera al enantidmero S(+)KTP
como el eutémero, en relacion a su accién inhibitoria sobre COX (54).
Tradicionalmente se ha considerado a PGE2 como el mediador responsable del
dolor en articulaciones inflamadas. En este estudio, en el que se midieron parametros
clinicos que cuantificaron el dolor (como el angulo carpiano de maxima flexién y el
largo del paso) y aun cuando se observaron diferencias significativas en la
concentracion de PGE2 entre el grupo Placebo y los grupos tratados con KTP desde
las 4 HPI hasta las 12 HPI, estas diferencias no se reflejaron estadisticamente en los
registros de los mencionados parametros clinicos. En otras palabras, en todos los
animales tratados con ketoprofeno en los cuales se observé signologia clinica de
artritis aguda, los niveles de PGE2 estuvieron dentro del rango de concentraciones
reportadas como normales (80). Esto corrobora que, PGE2 no es-el unico mediador
quimico involucrado en la sintomatologia clinica y/o existen otros que pueden
reemplazarlo cuando es inhibido (ver capitulo 1) lo que garantizaria la respuesta
inflamatoria.

Por otro lado, ciertos neurotransmisores (neurokinas, entre ellos sustancia P) han
sido identificados en liquido sinovial de equinos (37). Estas sustancias poseen un rol
importante en el proceso inflamatorio local, quizds no solamente como transmisores
de los impulsos nociceptivos hacia el SNC, sino ademas como mediadores quimicos
que pueden incrementar la severidad de la respuesta inflamatoria (119; 147). Esto
ultimo refuerza lo dicho anteriormente, es decir que la aboliciéon parcial de la sintesis
de PGE2 a nivel articular no conduce a la supresion total de la sintomatologia clinica
local, dejando claro que la artritis es un fenédmeno complejo, para cuyo manejo
farmacolégico no existe a la fecha un tratamiento totalmente eficaz (162; 167; 168).

4.4.5 Glucosaminoglicanos

El cartilago articular es un tejido especializado para soportar la concusién. Esta
propiedad depende de la integridad de su matriz, la cual estd compuesta
principalmente por colageno tipo Il y proteoglicanos (glucosaminoglicanos
fundamentalmente condroitin y keratan sulfato, organizados alrededor de un corazén
proteico) (32). La pérdida en el contenido de glucosaminoglicanos (GAGs) de la
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matriz cartilaginosa es un rasgo importante en los procesos artriticos,
fundamentalmente en los periodos iniciales de la enfermedad articular degenerativa
(160; 95; 165). Durante el periodo agudo de la injuria aumenta la concentracion
sinovial de GAGs, tanto por la pérdida desde la matriz como por un aumento en su
sintesis (144; 145).

Los AINEs son farmacos ampliamente utilizados en el tratamiento de los procesos
inflamatorios articulares, sin embargo es poca la evidencia cientifica acerca de las
consecuencias de su uso sobre el cartilago articular. En este sentido, varios AINEs
han demostrado inhibir la sintesis de proteoglicanos ademas de modular la respuesta
inflamatoria (26). Pero contrariamente, algunos AINEs (incluidos algunos del grupo
de los profenos, como carprofeno) han mostrado un incremento en la sintesis de
proteoglicanos in vitro (67). En nuestro estudio se mensuraron las concentraciones de
GAGs presentes en el liquido sinovial durante la fase aguda de la artritis. Sin
embargo, se debe remarcar que ademas de la cantidad de GAGs liberados al liquido
sinovial, es importante conocer la calidad de los mismos (206). En ese sentido en el
presente estudio las concentraciones sinoviales de GAGs se estimaron mediante un
método fotocolorimétrico (DMMB) que no discrimina la calidad de los azicares, es
decir si son fragmentos degradados o no. De tal manera que en principio, en este
estudio, seria dificil interpretar si algin aumento o disminucién en el contenido
sinovial de GAGs pudo estar relacionado con un aumento en la destruccién (efecto
catabdlico) o bien un aumento en la sintesis (efecto anabdlico) de los componentes
del cartilago articular. Lamentablemente, solo desde hace unos afios, algunos
marcadores de fragmentos tanto de proteoglicanos como de colageno tipo Il han sido
desarrollados para identificar la pérdida de componentes desde la matriz
cartilaginosa hacia la cavidad articular en equinos (70). Alun asi, las concentraciones
sinoviales de GAGs en equinos utilizando el método fotocolorimétrico del DMMB han
sido relacionadas con osteoartritis (9). En ese estudio los niveles sinoviales de GAGs
en caballos con osteoartritis fueron de 256 + 153 pg/ml comparado con 66 + 32 pg/ml
de GAGs en articulaciones normales. Ademas los autores concluyeron que los
niveles elevados de GAGs (tanto en liquido sinovial como en suero) reflejaron una
pérdida de proteoglicanos desde la matriz cartilaginosa y no un aumento en la
sintesis (9). En el presente estudio las concentraciones sinoviales de GAGs se
registraron a partir de la hora 1 luego de la inyeccién de LPS. Desde ese momento y
hasta las 8 horas post-inyeccién las concentraciones sinoviales de GAGs oscilaron
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entre 150 y 250 ug/ml en los cuatro grupos experimentales. Entre las 12 y 24 horas
de inducida la artritis se observé un aumento mas notorio en las concentraciones de
GAGs en los cuatro grupos experimentales, con valores superiores a 300 pug/mi.

IL-1 ha demostrado ser una de las sustancias mas importantes que participan en el
recambio de la matriz extracelular del cartilago articular y del hueso (166). En el
cartilago articular IL-1 provoca importantes cambios estructurales ya que altera la
sintesis de proteoglicanos y aumenta su degradacién a través de la liberaciéon de
enzimas (90; 91; 92). Algunos estudios in vitro en cartilago articular de equinos
adultos han demostrado que el efecto mas importante de IL-1 sobre los
proteoglicanos no esta relacionado con la inhibicién en la produccién sino, por el
contrario, con un aumento en la sintesis de moléculas con alteraciones en el patrén
de sulfatacién (203). IL-1, sola o en combinacién con TNF o LPS, puede estimular la
liberacién de PGE2, metaloproteinasas y 6xido nitrico desde varios tipos celulares
incluidos condrocitos, sinoviocitos y osteoblastos (236). Por lo tanto, IL-1 es un
modulador clave del equilibrio homeostatico de la matriz del cartilago y del hueso.
Esta accién no la realiza directamente sino a través de la estimulacion de
condrocitos, sinoviocitos y osteoblastos para que liberen diversos mediadores
inflamatorios, entre ellos PGE2 y ON. En cultivo de cartilago y hueso, IL-1 estimulé la
sintesis de IL-6 provocando la liberacién de proteoglicanos al medio; esta accién fue
inhibida por anticuerpos anti-IL-6, por tanto su accion parece estar mediada por esta
ultima (143; 188). Aun mas indirecto parece su mecanismo de accién a través de IL-
11, ya que ésta ultima seria un mediador importante en la cascada de sustancias que
participan en el recambio de la matriz (83). En el cartilago articular, su efecto sobre la
sintesis y liberacién de metaloproteasas parece ser independiente de PGE2 (203).
Sin embargo, PGE2 tendria un efecto de retroalimentacion negativa sobre IL-1
(161). Este efecto fue reportado por Landoni et al. (131) en sinoviocitos equinos
aplicando estudios in vitro (Ver apartado anterior).

Distintas proteinasas han sido implicadas en la degradacién del cartilago articular y
del hueso (209; 262; 247). En forma general estas enzimas se han clasificado en
cuatro grupos de acuerdo al sitio donde actdan, a saber: asparticas, cisteinas, serinas
y metaloproteinasas. Las proteinasas asparticas (catepsina D) y cisteinas (catepsina
B) son usualmente localizadas en lisosomas celulares y funcionan mejor en un medio
ambiente acido, entre pH 3 y pH 5.5. Las proteinasas serinas (catepsina G o

elastasa) se encuentran en los leucocitos polimorfonucleares y se liberan cuando las
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células son estimuladas (219). Por el contrario, las proteasas neutras o
metaloproteinasas de la matriz son liberadas dentro de la matriz o espacio
extracelular desde células locales, actuando mejor a pH neutro como en el cartilago
articular. No obstante las que actuan a pH éacido (3 a 5.5) como catepsina D y
catepsina B deben tenerse en cuenta en articulaciones inflamadas, tal el caso de
nuestro estudio experimental. Dentro de las proteasas neutras, colagenasa y
gelatinasa degradan el colageno, son secretadas por una gran variedad de células y
han sido identificadas en el equino (225; 226). Sin embargo dentro de este grupo
estromelisina (también llamada proteoglicanasa) es la que degrada los proteoglicanos
del cartilago articular (68; 74; 240). No obstante, recientemente se ha demostrado
que el rol principal de estromelisina seria el recambio en articulaciones nomales,
mientras que agrecanasa seria la enzima responsable en la degradacién de los
proteoglicanos (170). De esa manera, un aumento en la concentracién sinovial de IL-
1 y de GAGs puede ser interpretado como un aumento en la degradacion de la matriz
cartilaginosa mediado por estromelisina u otras proteinasas. En-el presente estudio,
se observé un aumento notorio en la concentracién sinovial de GAGs desde las 8
hasta las 24 horas post-inyeccién de LPS en los cuatro grupos experimentales. Este
efecto pudo ser consecuencia de los niveles intraarticulares de IL-1 ya que el tiempo
de latencia entre la presencia de metaloproteasas y la liberaciéon de proteoglicanos al
medio de cultivo ha sido establecido entre 10 a 12 horas (207). Si bien PGE2 posee
un rol al menos discutido con relacién a la estimulacién de las células articulares para
provocar la liberacion de enzimas proteoliticas, en el presente estudio no se han
observado diferencias entre los grupos tratados con KTP (en los que se observé una
potente inhibicién en la liberacién de PGE2) y el grupo Placebo. Esta observacion ha
sido reportada en estudios in vitro en los cuales la degradacion de proteoglicanos de
la matriz cartilaginosa no pudo ser modificada con dosis de AINEs que inhibieron
totalmente la expresion de PGE2 (12).

Como surge claramente, la accién in vivo de los AINEs sobre la matriz cartilaginosa
es un tema de controversia. No existen claras evidencias que permitan concluir sobre
una accién deletérea, aunque tampoco una accién condroprotectora. Esto ultimo es
remarcable ya que la accién condroprotectora ha sido utilizada como una

herramienta de marketing por la Industria Farmacéutica.
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5. CONCLUSIONES

La inyeccion intracarpal de 0.01 pug/kg de LPS provocd cambios clinicos locales
(carpianos) y sistémicos, estos ultimos debidos probablemente a una ligera
endotoxemia provocada por la absorcién del irritante. No obstante, el modelo
experimental de artritis endotéxica utilizado en este estudio garantizé el bienestar
animal aun cuando provocé modificaciones clinicas sistémicas leves y de corta
duracion.

La administraciéon intravenosa de la mezcla racémica de ketoprofeno produjo
concentraciones plasmaticas y sinoviales mensurables de los dos enantiémeros. Sin
embargo, S(+)KTP demostrd ser el predominante en ambos fluidos biolégicos. El
origen de esta predominancia fue aclarado tras administrar los enantiémeros puros, lo
que pemitié identificar como causa de la misma la inversiéon del enantiomero R(-) a
su antipoda éptica. Las curvas de disposicion tanto plasmatica como sinovial de los
enantiomeros no fueron afectadas por el tipo de formulacién administrada (mezcla
racémica o enantidmeros puros)

El grado de inversién quiral fue afectado por la severidad de la reaccion inflamatoria
inducida. Esto puede ser explicado por el hecho de que la inyeccién de LPS en
nuestro estudio pudo haber inducido la sintesis de citokinas, que probablemente
provocaron una reduccién en el metabolismo hepético, lo cual se reflejo en una
disminucién en el grado de inversién quiral. Este punto es de maxima importancia ya
que subraya la necesidad de corregir la dosis de la mezcla racémica comercialmente
disponible de acuerdo al grado de inflamacién a ser tratada asi como, del estado
enzimatico de higado.

La administraciéon de R(-), S(+) o ketoprofeno racémico no evitd los cambios clinicos
observados en el grupo control debido, probablemente, a la presencia de otros
mediadores de la inflamacién no eicosanoides, entre ellos IL1, IL6, TNF,
posiblemente kinasas y éxido nitrico, entre otros. Esto deja claro lo complejo de la
evaluacion de respuestas multifactoriales como son los sintomas clinicos.

Todas las formas de ketoprofeno inhibieron la sintesis de PGE2 y TxB2, no afectando
la sintesis y/o liberacién de leucocitos, proteinas, IL-1 y GAGs. Esto, como se
mencion6é anteriormente, explica la falla en aminorar de forma significativa la
sintomatologia clinica.
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En resumen, S(+) ketoprofeno, en menor grado R(-)KTP asi como, la mezcla
racémica demostraron su actividad inhibitoria de ciclooxigenasa. Sin embargo, este
mecanismo de accién no se traduce en la modificaciéon significativa de los signos
clinicos de la artritis aguda. Es importante remarcar que los eicosanoides son solo un
componente de una sofisticada y orquestada respuesta: La inflamacién, para la cual a

la fecha no existe un tratamiento eficaz y seguro.
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